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“Em 3 de junho de 1971 a familia Santos chegou em Sao Paulo. Eram minha avo,
avo, mae e meus 9 tios, alguns deles ainda criangcas. Chegaram num dia tipico de Sao Paulo,
fazia frio e garoava. O sentimento da chegada nédo era de alegria, havia uma preocupacéao,
um medo, devido as incertezas dessa nova etapa. Eles sairam de Arapiraca, Alagoas, para
tentar uma vida com mais chances, fugindo da falta de perspectiva, da seca, da falta de
oportunidades que existia no momento. Encontraram um novo lar em Ferraz de Vasconcelos,
Sao Paulo, onde residem até hoje. Meu av0, semi alfabetizado, encontrou trabalho na linha
de trens, colocando os dormentes de madeira onde se fixa os trilhos, depois foi servente de
pedreiro e assim por diante. Tal como muitos nordestinos, viu o sonho de se estabelecer em
Sdo Paulo se tornar cada vez mais dificil, sendo necessario a ajuda de meus tios para
complementar a renda. Logo meus tios comecaram a trabalhar e ndo tiveram tempo de
acalentar o sonho de se formar em uma universidade, era uma realidade muito distante.
Apenas duas tias conseguiram se formar em um curso superior. Na infancia vivida em
Alagoas, minha mée e meus tios mais velhos contam como o meu avd, 0s ensinou a ler e a
realizar as operagfes basicas da matemdtica, ja que a escola mais proxima era muito
distante de onde moravam, contam como meu avo anotava a data e a hora de nascimento de
cada um dos filhos em um caderninho, para anos mais tarde levar todos eles para serem
registrados de uma Unica vez, ja que ndo havia cartério na cidade onde moravam. Este era o
cenario vivido pelos meus avos e tios.

A medida que o tempo foi passando, a familia se estabeleceu e 0s netos foram
chegando. Meu av6, um homem duro por conta da prépriacultura em que foi criado, foi
amolecendo com a chegada dos netos. Os netos, por sua vez, comegaram a crescer e a ter 0s
sonhos que seus pais ndo puderam ter. Foi assim que os planos do meu avé e avo foram se
tornando realidade. Dentre os netos eu fui o primeiro a conseguir estudar em uma
Universidade Publica onde me formei Bacharel em Quimica, consegui o titulo de mestre e
agora conquistarei o titulo de Doutor em Quimica em uma das universidades mais
importantes desse Pais (UFSCar).

Ha uma frase da musica clube da esquina n° 2, composta pelos irmdos L6 Borges,
Marcio Borges e Milton Nascimento que diz: “os sonhos ndo envelhecem”. Acho que nesse
momento realizo um sonho do meu avo, que precisou de 90 anos para viver essa
experiéncia,e de minha av6 (in memorian) de ter um membro da familia com o titulo de
Doutor.”

Dedico, portanto, essa tese ao meu avd, Paulo Elias dos Santos, e a minha avo,
Maria Cecilia da Conceigdo (in memorian).
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RESUMO

APLICACAO DE METODOS QUIMIOMETRICOS DE CALIBRACAO E RESOLUCAO
MULTIVARIADA DE CURVAS EM ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA ANALISE
QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE POLIMORFISMO EM CARBAMAZEPINA,
CLOPIDOGREL E EZETIMIBA.

Neste trabalho foram utilizados ferramentas quimiométricas do tipo PLS, iPLS eMCR-ALS
para realizar a calibracdo multivariada de misturas ternarias e binarias dos polimorfos de
Carbamazepina, Ezetimiba e Clopidogrel. Inicialmente sintetizaram-se dois polimorfos de
Carbamazepina e dois polimorfos de Clopidogrel a partir de seus respectivos polimorfos
comerciais, totalizando trés polimorfos para cada um desses farmacos. Para carbamazepina
sintetizaram-se os polimorfos dihidratado (CBZ DH) e polimorfo | (CBZ I) a partir do
polimorfo 111 (CBZ I1l1), que foram caracterizados por DRX e DSC e espectroscopia Raman.
Construiu-se um modelo de calibragdo do tipo iPLS com os polimorfos. As amostras foram
preparadas de acordo com uma mistura terndria. Em cada amostra foram retirados 10
espectros Raman em pontos distintos, posteriormente foi realizada uma média aritmética
desses 10 espectros resultando em um espectro médio, com 0s quais se construiram 0s
modelos de calibracdo e validacdo que apresentaram erros de predicdo de: (CBZ 1) 6,2 mg;
(CBZ 1II) 6,8 mg; (CBZ DH) 11,6 mg. Em uma segunda etapa realizou-se 0 mesmo
procedimento, porém as amostras (300 mg) foram preparadas adicionando-se 0s excipientes
(celulose microcristalina, croscamelose sodica, estearato de magnésio e dioxido de silicio
coloidal) (250 mg) a carbamazepina (50 mg), os erros de predigdo foram de: (CBZ 1) 4,8 mg;
(CBZ 111) 3,0 mg; (CBZ DH) 0,7 mg. Para o bisulfato de clopidogrel sintetizaram-se 0s
polimorfos Il (CBS II) e amorfo (CBS amorfo) a partir do polimorfo I (CBS I, comercial), o
modelo de calibragcdo por iPLS foi construido tal como realizado para a carbamazepina,
contudo utilizaram-se espectroscopia Raman e infravermelho médio e ndo se preparam
amostras na presenca de excipientes. Os erros de predi¢do para 0 modelo com espectroscopia
Raman foi de : (CBS 1) 3,2 mg; (CBS 1I) 5,0 mg; (CBS amorfo) 6,1 mg e para espectroscopia
no infravermelho médio foi de: (CBS 1) 4,8 mg; (CBS Il) 7,4 mg; (CBS amorfo) 6,9 mg. Para
a ezetimiba sintetizou-se o hidrato (EZT-H) do polimorfo comercial (EZT-An) e realizou-se
uma mistura binaria dos dois polimorfos, com a concentragdo de cada polimorfos variando 10
% em massa em cada amostra, ja na presenca de seus excipientes. Cada amostra pessa 100
mg, sendo 10 mg de ezetimiba e 90 mg de excipientes(croscamelose sddica, lactose
monoidratada, povidona e laurilsulfato de sddio) o mesmo método foi aplicado para a
preparacdo de amostras do conjunto de validagdo. Construiu-se o0 modelo de calibragéo por
IPLS com os seguintes erros de predi¢cdo: (EZT-An) 0,7 mg; (EZT-H) 0,6 mg. Preparou-se
uma nova amostra apenas com EZT-An e seus excipientes que foi embalada a vacuo em um
recipiente de polietileno, realizou-se um monitoramento durante 24 horas onde viu-se que
nesse periodo a hidratacdo da Ezetimiba ja era de 72%, por conta da umidade de seus
excipientes.
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ABSTRACT
APPLICATION OF CHEMOMETRIC METHODS OF CALIBRATION AND
MULTIVARIATE CURVE RESOLUTION IN RAMAN SPECTROSCOPY TO
QUALITATIVE AND QUANTITIVE OF POLYMORPHISM IN CARBAMAZEPINE,
CLOPIDOGREL E EZETIMIBE.

In this work were used chemometric tools like PLS, iPLS to perform multivariate calibration
of ternary and binary mixtures of polymorphs of carbamazepine, ezetimibe and Clopidogrel.
Initially were synthesized two polymorphs of carbamazepine and two polymorphs of
clopidogrel from its respective commercial polymorphs, totaling three polymorphs for each of
these drugs. For carbamazepine were synthesized the dihydrate polymorphs (CBZ DH) and
polymorph | (CBZ 1) from the Polymorph Il (CBZ IlI), which were characterized by DSC
and XRD, and Raman spectroscopy. Inittialy an iPLS model was built with the polymorphs.
The samples were prepared according to a ternary mixture, totaling 10 samples for a set of
calibration and a further 5 to a set of validation. At each sample was collected 10 Raman
spectra at different points, subsequently an arithmetic average of the 10 spectra was
calculated, resulting in an average spectrum with which is built the model calibration and
validation presenting prediction error: (CBZ 1) 6 2 mg; (CBZ I1ll) 6.8 mg; (CBZ DH) 11.6 mg.
In a second step the same procedure was conducted, but samples (300 mg) were in the
presence of its excipients (microcrystalline cellulose, sodium croscarmellose, magnesium
stearate and colloidal silicon dioxide). The samples were prepared by adding (250 mg),
carbamazepine (50 mg), prediction errors were: (CBZ 1) 4.8 mg; (CBZ 111) 3.0 mg; (CBZ DH)
0.7 mg. For bisulfate Clopidogrel were synthesized polymorphs Il (CBS Il) and amorphous
(amorphous CBS) from polymorph | (CBS I, commercial), the iPLS calibration model was
constructed as done for carbamazepine, however were used mid-infrared and Raman
spectroscopy and the samples were not prepared in the presence of its excipients. Prediction
errors for the model with Raman spectroscopy was: (CBS 1) 3.2 mg; (CBS I1) 5.0 mg;
(Amorphous CBS) 6.1 mg and mid-infrared spectroscopy was: (CBS I) 4.8 mg; (CBS 1) 7.4
mg; (Amorphous CBS) 6.9 mg. For ezetimibe was synthesized the hydrate (EZT-H) from the
commercial polymorph (EZT-An) and held a binary mixture of the two polymorphs, with the
concentration of each polymorphs ranging 10% by weight in each sample, since in the
presence of its excipients. Each sample weight 100 mg, with 10 mg of ezetimibe and 90 mg of
excipients (croscarmellose sodium, lactose monohydrate, povidone and sodium lauryl
sulphate), the same method was applied for the preparation of the samples validation set. The
calibration model was built by iPLS with the following prediction errors: (EZT-An) 0.7 mg;
(EZT-H) 0.6 mg. A new sample was prepared only with EZT-An and the excipients which
was vacuum packed in a polyethylene container, carried out a monitoring for 24 hours where
it was seen that in this period the hydration of Ezetmiba was already 72% due to the moisture
of the excipients.
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1. Introducéo.

1.1 Consideracdes Gerais.

A formulagdo de farmacos em estado sélido (comprimidos) é constituida de
excipientes e principio ativo. Os excipientes possuem diversas funcdes que podem ser
resumidas como de protecdo do principio ativo e liberacdo do mesmo em local adequado no
organismo, garantindo o desempenho terapéutico e otimizando o desempenho do farmaco™.
Contudo, as formulagbes podem sofrer diversas alteragdes no processo de producdo e
estocagem?®. Dentre as possiveis alteracdes estd a mudanca de habito cristalino do principio

ativo, também conhecido por polimorfismo e solvatomorfismo.

Dentre as definigdes de polimorfismo a que esta descrita no trabalho de Bauer
etal.® é uma das mais simples e completas, segundo esse trabalho polimorfismo é a
habilidade de um composto existir em mais de uma forma cristalina com diferentes
parametros de célula. Sendo assim, principios ativos de farmacos podem sofrer alteracGes
polimérficas levando a mudanca de algumas propriedades fisicas e quimicas como
solubilidade aparente, taxa de dissolucdo, propriedades Opticas e mecénicas, ponto de fusdo,
densidade entre outras®. Dentre as propriedades que podem sofrer mudanca, a taxa de
dissolucdo € a mais relevante uma vez que é alterada a velocidade com que o farmaco é

liberado no organismo (biodisponibilidade).

A relevancia do polimorfismo em farmacos foi inicialmente relatada por
Haleblian e McCrone® em 1969, contudo apenas no ano de 1998 a indUstria farmacéutica
enfrentou um grande problema relacionado a formac&o de polimorfismo em principio ativo. A
companhia Abbott®, fabricante do farmaco Norvir (antirretroviral) utilizado por portadores
de HIV, relatou que uma mudanca na estrutura cristalina do principio ativo estava afetando
sua biodisponibilidade®®. Apenas no ano de 2000 a companhia Abbott® foi certificada a
retornar com a producdodos comprimidos Norvir.A época, a venda anual de Norvir estava
estipulada em 250 milhGes de ddlares, deixando de arrecadar meio bilhdo de dolares, apenas
em vendas. Uma ilustracdo de como o arranjo cristalino se modificou no caso do Ritonavir

pode ser visto na Figura 1. 1 e na Figura 1. 2
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Figura 1. 1: Forma | (taxa de dissolugdo mais elevada) do principio ativo Ritonavir. Essa

figura ndo representa a comformacéao tridimensional da molécula
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Figura 1. 2: Forma Il (taxa de dissolucdo mais baixa) do principio ativo Ritonavir,

termodinamicamente mais estavel. Essa figura ndo representa a estrutura tridimensional da

molécula.

Depois desse episodio a agéncia de regulamentacdo norte americana FDA

(Food and Drug Administration) redobrou seus esforcos no que diz respeito a ocorréncia de
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polimorfismo em farmacos, sugerindo uma série de testes para a realizacdo do controle de

qualidade de farmaco®.

1.2 Polimorfismo em farmacos e suas implicagdes na industria farmacéutica.

Como relatado anteriormente, apenas em 1998 houve um caso de polimorfismo
em farmaco capaz de chamar a atencdo ao impacto que este fenébmeno pode causar nas
propriedades fisicas e quimicas de um farmaco. Desde entdo um grande numero de artigos
cientificos comecou a tratar do tema, propondo maneiras de identificar e quantificar
polimorfos em comprimidos. Segundo Stahly’ entre 80-90% dos compostos organicos podem
sofrer alteragOes cristalinas, que ocorrem durante o processo de fabricacdo, embalagem e
estocagem, devido aumidade presente no meio em que o principio ativo se encontra, ou ainda

devido aprensagem necessaria para formar o comprimido, dentre outros fatores.

O estudo de polimorfismo em farmacos € particulamente importante na etapa
de desenvolvimento do farmaco. Diferentes estruturas cristalinas possuirdo diferentes
propriedades fisicas e quimicas e o estudo dos possiveis polimorfos para um determinado
principio ativo se faz necessario para escolher o melhor polimorfo que atenda a uma
determinada necessidade.Normalmente, o polimorfo preferido para a linha de producéo é o
termodinamicamente mais estdvel, uma vez que ndo sofrerd& mais mudancgas durante o
processo de producdo embalagem e estocagem, contudo este mesmo polimorfo tende ser

pouco menos soltvel, apresentando menor biodisponibilidade®,

A FDA classifica como polimorfos as diferentes formas cristalinas de uma
mesma molécula, os sélidos amorfos, bem como ossolvatos e os hidratos*, embora estes sejam
melhor definidos pelo termo solvatomorfos. A industria farmacéutica tem especial interesse
nos sélidos amorfos, isto porque a dissolucdo deste nos fluidos organicos € facilitada por seu
estado energético (estado energético maior do que quando em estrutura cristalina). Dessa
forma ndo ha gasto energético necessario para 0 rompimento de uma estrutura cristalina e a
taxa de solubilidade torna-se maior. Contudo, sélidos amorfos séo instaveis e podem
facilmente sofrer transi¢do para uma fase cristalina, devido a sua instabilidade termodinamica.
O que determina essa transicdo é a mobilidade das moléculas no solido, se o sélido estiver
acima da temperatura de transicdo vitrea(Ty) ha mobilidade suficiente para que a transicéo
ocorra, abaixo da T, a transicdo é dificultada®.Percebe-se que o uso de amorfos como

principio ativo exigiria uma série de recursos na linha de producdo, estocagem e transporte o
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que encareceria 0 produto final.Ha ainda uma série de outras possibilidades do surgimento de

polimorfos como os solvatos ou hidratos, muito comuns em produtos finais.

Devido as condicBes de producdo de um principio ativo e posterior producédo
do comprimido, existe uma real probabilidade de transi¢do polimdrfica durante o processo de
producdo.Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que
fornecam répido resultado, afim de se realizar analise na linha de producdo em tempo habil

para uma intervencdo caso a transicdo polimorfica esteja ocorrendo.

Do ponto de vista econdmico e legal é necessario citar a quebra de patente de
determinados principios ativos. Em alguns paises como Brasil, india e Africa do Sul houve
uma pressao por parte governamental fazendo que algumas patentes fossem quebradas e esses
principios ativos passassem a ser produzidos nesses paises. Esse fato fez com que ocorresse
um fortalecimento da industria farmacéutica nesses paises, consolidando a industria dos

farmacos genéricos™.

O estudo de polimorfos veio se tornar relevante recentemente sendo que nao
era necessaria a descricdo de polimorfos em patentes. Contudo, devido aos fatos
anteriormente citados, os polimorfos passaram a ser patenteados e os direitos de propriedade
intelectual ainda se encontram protegidos. Deste fato surgem inumeras implicacdes, pois em
muitos casos a patente do principio ativo expirou e 0 mesmo pode ser processado por outras
companhias farmacéuticas, porém a patente do polimorfo estd em vigor. Isso implica que o
principio ativo deve ser comercializado com habito cristalino diferente do que se encontra
patenteado. N&o sdo raros 0s casos em que apenas um polimorfo do principio ativo
exibaatividade terapéutica, sendo que outros polimorfos apresentam diferentes taxas de
dissolug&o, sendo inativos ou téxicos, como é o caso do anti-helmintico mebendazol™. Vé-se
que o estudo de polimorfos, bem como de técnicas analiticas que possam quantifica-los € de
interesse da industria farmacéutica. Devido ao pouco tempo das questbes sobre o
polimorfismo na industria farmacéutica brasileira, posteriores ao ano de 2000, e de sua
determinacdo em produtos finais, ainda ndo ha muitos estudos que lidem com o problema de
maneira satisfatoria. A ANVISA sugere as técnicas analiticas citadas pela FDA, mas ainda

néo escolheu um método padrédo para quantificagcdo de polimorfismo em farmaco™.
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1.3 Técnicas analiticas utilizadas para identificacdo de polimorfismo.

Devido a grande possibilidade de alteracdo polimérfica durante os processos de
fabricacio dos comprimidos aFDA* sugeriu uma série de técnicas analiticas para controle de
qualidade do processo de producdo, sendo elas: Difracdo de Raio-X (DRX), microscopia,
analises térmicas (e.g. calorimetria diferencial de varredura e termogravimetria) e analises
espectroscépicas (e.g. Infravermelho, Raman, Ressonancia Magnética Nuclear em estado
solido).

Brittain'*fornece em seu artigo uma abordagem dastécnicas analiticas que
podem ser utilizadas na anélise de farmacos e as divide em trés partes: anélises em nivel

molecular, analises em nivel de particulas e analises em nivel do bulk.

Processo exatérmico

T | d) | e)

L \/

Tempo

Tempo Tempo
Processo endotérmico

Figura 1. 3:a). Quando nao ocorre nenhum evento térmico, b) quando ocorre
processo exotérmico, c) processo exotérmico para sistema térmico diferencial, d) quando
ocorre processo endotérmico, €) quando ocorre processo endotérmico para sistema térmico

diferencial. Figura extraida da referéncia™

1.3.1 Analises térmicas.

Anélises térmicas sdo comumente definidas como sendo métodos onde uma
determinada propriedade do analito € determinada por meio da aplicacdo externa de
temperatura®®. O conjunto de técnicas que compde as anélises térmicas sdo empregadas para
determinacdo de pureza do analito, polimorfismo, solvatacdo, degradagéo e compatibilidade
com excipientes*. Analises térmicas geralmente sdo utilizadas para monitorar processos
endotérmicos (fusdo, sublimacdo, vaporizacdo desolvatacdo, transicdo entre fases solidas),

bem como processos exotérmicos (cristalizacdo e decomposi¢édo oxidativa).
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Analises térmicas funcionam sob o principio de transferéncia de calor a uma
determinada taxa a amostra. No caso do DSC (do inglés differential scanning calorimetry),
essa transferéncia de calor é realizada para dois mddulos distintos, em um deles ha uma
amostra padrdo e em outro a amostra que se deseja fazer a andlise térmica, a diferenca de
conducdo térmica entre os dois modulos é referente ao processo endotérmico ou exotérmico
ocorrido na amostra, que é registrado em forma de um termograma®. No DTA (do inglés
Differential Thermal Analysis), avalia-se a diferenca de temperatura entre a amostra e a
referéncia, sendo os diferentes termogramas referentes aos possiveis processos

termodinamicos que ocorrem numa andlise térmica descritos nas Figura 1.3 ¢) e e).

Dentre as técnicas de analise térmica mais utilizadas estdo a analise térmica
diferencial (DTA), a calorimetria diferencial exploratéria (DSC), e a analise
termogravimétrica (TGA, do inglés thermogravimetric analysis)**'*. Analises de DTA
representam uma evolucdo das técnicas de determinacdo do ponto de fusdo. Em DTA a
diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia é monitorada, entdo registra-se um
termograma de variacdo de temperatura (AT) versus tempo. Caso ndo haja diferenga de
temperatura entre a temperatura da amostra e a referéncia, obtém-se uma reta, indicativo de
que ndo esta ocorrendo nenhum processo térmico. Contudo, quando ha algum evento
exotérmico se observara um pico, como na (Figura 1. 3-b), bem como um evento endotérmico

resultard em um pico em sentido oposto (Figura 1. 3-d).

O DSC mede a variacdo de entalpia que ocorre entre a amostra e a referéncia.
Os primeiros instrumentos mantinham, através de aquecedores elétricos individuais, a mesma
temperatura entre a referéncia e a amostra e a poténcia consumida pelos aquecedores era
relacionada a energia térmica envolvida no processo exotérmico ou endotérmico.
Posteriormente desenvolveu-se um outro tipo de instrumento onde a referéncia e a amostra
sdo submetidas ao mesmo fluxo de calor e a temperatura da referéncia e da amostra é
monitorada por meio de uma placa metalica com alta condutividade térmica na qual ambas,
referéncia e amostra, estdo posicionadas. Os eventos endotérmicos ou exotérmicos ocorridos
na amostra sdo monitorados por conta da variacdo de temperatura existente entre a amostra e a

referéncia ©*°.

Ja a TGA é uma técnica mais simples onde ha uma balanca que mede a mudanca de

massa decorrente de uma varredura de temperatura®®.
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O emprego das analises térmicas descritas em farmacos é amplamente conhecido e
difundido, sendo uma das principais técnicas analiticasa serem utilizadas para analises de

farmacos. Um estudo realizado por Chieng et. al.'®

revela que em 90% dos estudos realizados
em formulagdes farmacéuticas em estado sélido utiliza-se ao menos duas técnicas analiticas,
sendo elas DSC ou DRX, associadas com técnicas espectroscépicas como Infravermelho ou
Raman. Dentre as técnicas de analise térmica, DSC € a mais utilizada para estudos fisico-
quimicos que envolvem transicdo de fase promovida por temperatura (i.e determinacdo da
relagdo enantiotrépica/ monotrépica entre formas polimérficas)'’*®. Contudo, a interpretagdo
do termograma torna-se muito dificil quando ha mais de dois eventos térmicos ocorrendo de
maneira sobreposta ou em temperaturas muito préximas'®. Logo, a diferenciacdo de

polimorfos por meio de DSC pode ser falha e necessitar de outra técnica analitica de apoio.

1.3.2 Difracgéo de raio-x
Dentre as técnicas analiticas utilizadas para determinar estruturas cristalinas a difracdo
de raio-x é certamente a mais utilizada. No estudo de transformac@es polimorficas o uso de
DRX associado a uma técnica espetroscopica (Infravermelho ou Raman) é a escolha mais
comum devido ao padrdo Unico do difratograma/espectro que essas técnicas fornecem a cerca

do polimorfo™®.

O fendmeno de raio-x foi descoberto por Wilhem RoOntgen em 1895. Os raio-Xx
possuem comprimento de onda da ordem de 0,1 nm, mesma ordem de grandeza da distancia
interatbmica em cristais. A interacdo entre 0s raios-x e um cristal causa um padrdo de difracdo
que pode ser compreendido segundo a lei de Bragg. Essa lei foi desenvolvida considerando os

fendmenos de interacdo entre a onda (raio-x) e a matéria (reticulo cristalino).

1321 Lei de Bragg.
Como mencionado anteriormente 0s raios-x sd8 uma forma de radiacdo

eletromagnética de alta energia e baixo comprimentos de onda, da ordem de 0,5 — 2,5 A,
mesma ordem do espacamento atémico nos solidos. Quando um feixe de raio-x incide sobre
uma material sélido, uma fracdo desse feixe sera dispersa em todas as direcOes pelos elétrons
que estdo associados a cada atomo ou ion que se encontra na trajetéria do feixe. Observando a
Figura 1. 4 pode-se observar um esquema que exemplifica como pode ocorrer o fenémeno de

difracdo. Cabe aqui frisar que ondas eletromagnéticas podem sofrer interagfes construtivas
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quando suas amplitudes sdo da mesma ordem de grandeza e seus maximos estdo em fase. Do
contrério as interagdes serdo destrutivas e as ondas se anulardo. Logo, em um evento de
difracdo, apenas as ondas difratadas que interagem de maneira construtiva criam um padrao
de reflexdo de onde se pode retirar informacdes a cerca do solido. Ainda considerando a
Figura 1. 4, vé-se um feixe incidindo sobre uma molécula, &tomo ou ion no primeiro plano
(A) de uma face do cristal e um segundo feixe incidindo da mesma maneira, porém no
terceiro plano (C). Considerando que os feixes incidentes tem 0 mesmo comprimento de onda
(monocromatico) A e que o feixe incidente em R sofrerd uma difracdo e percorrera um
caminho maior que o feixe difratado em O, havera interacdo construtiva das ondas difratadas
se a distancia entre os plano A e C forem um ndmero inteiro do comprimento de onda
incidente. Logo pode-se dizer que a diferenga de caminho 6tico(8) entre os dois planos € dada

por:

N -
e .y
.
]
& . - "H?; ? \l.. -
i = B
= o/
e X
5§ ™, , P
., ;
), ‘
R

Figura 1. 4: Plano de difragdo de um cristal onde os raios-x estdo sendo incididos e difratados.

Figura extraida da referéncia®

ni= 294 (1.2)

Na Figura 1. 4 vé-se os angulos 6 de incidéncia e difracdo dos raios bem como a
distancia d’ entre os planos A e C. A distancia entre os caminhos 6ticos dos dois feixes é dada

por:

§ = SR+ RP = 2RP (1.2)
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Utilizando as equacbes (1.1)e(1.2), e as relacbes geométricasobtém-se a seguinte

deducéo:
g = OR senb (1.3)
8§ = 2d sen® (1.4)
nl = 2d senb (1.5)

A equacdo (1.5) é conhecida como Lei de Bragg, através dessa relacdo é possivel
estabelecer os parametros da célula, uma vez que a distancia entre os planos d’ estd em funcao
dos indices de Miller (h, k, I). Estes indices de Miller sdo nimeros que descrevem a
distribuicdo dos planos num cristal?".

A lei de Bragg por si s ndo descreve a estrutura de um cristal, sua aplicacdo estara
associada as possiveis maneiras que um reticulo cristalino podera difratar radiacdo (raio-x) a
partir da incidéncia de um feixe monocromatico de raios-x. Os padrdes de difracdo estardo
associados ao arranjo cristalino do solido. Auguste Bravais demonstrou em 1848 que apenas
14 estruturas eram possiveis, dai as estruturas receberem o nome de estruturas (ou reticulos)

de Bravais*.Figura 1. 5

Como pode-se observar na Figura 1. 4 a distancia entre os possiveis planos de um
cristal é simbolizado pelas letras a,b e ¢, para o caso de estruturas cubicas. Estas letras séo 0s
parametros de rede, em estruturas cubicas possuem a relacdo descrita na equacdo (1.6). Essa
relacdo permite o célculo das distancias entre os planos de um cristal e dessa forma elucida-se

a estrutura do cristal.
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Figura 1. 5: Os 14 arranjos cristalinos possiveis para um sélido (redes de Bravais).

_ % (1.6)
Wit = T

O instrumento de difracdo de raio-x tem a configuracéo vista na Figura 1. 6. Os raios
sdo difratados num angulo 26 e atingem o detector. De fato a difracdo ocorre em todas as
direcdes e forma um cone de difracdo, cada plano do cristal reflete um cone diferente e a

variacdo no angulo de incidéncia da radiagdo na amostra faz com que apareca varios padroes
de difragdo.

Tubo de raios-X._/

Detector

Figura 1. 6: Esquema de um instrumento de Difragdo de raio-x. Figura extraida da

referéncia®.
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A difracdo dos raios-x € tridimensional, porém o detector é bidimensional, logo
0 padrdo que se observa no detector € algo parecido com o que se vé naFigura 1. 7, onde cada

linha a esquerda e a direita € referente a difracdo de um determinado plano cristalogréfico.

Figura 1. 7: Sensibilizacao do detector pelas linhas de difracdo referente aos planos do cristal

Dessa forma a cada valor de dngulo 26 tém-se um padrdo de difracdo. Para que haja
uma varredura no angulo de incidéncia dos raios-x é necessario que a fonte de raio-x se mova,
ou ainda que a fonte fique fixa e que o suporte da amostra se mova, possibilitando a varredura
de angulo da amostra. Existem outras relacdes geométricas entre os parametros a,b e ¢ e 0s

indices de Miller que permitem a elucidacdo completa da estrutura do cristal.

1.4 Analises em nivel molecular.
Como definido por Brittain™®, analise em nivel molecular é aquela em que se
obtém informacdo das propriedades do material utilizando apenas um pequeno conjunto de
moléculas. As técnicas utilizadas em nivel molecular sdo em sua maioria espectroscopicas e

exigem minimos requisitos para analise.

A espectroscopia Se baseia na interecdo entre a radiacdo e a matéria?’. O
espectro eletromagnético abrange comprimentos de onda que véo desde 10" m até 10™ m, ou
seja, varia de ondas de baixa energia, abaixo da regido do infravermelho até ondas de alta
energia, acima dos raios gama. Na Figura 1. 8pode-se observar queo espectro eletromagnético
estd dividido em regidesonde se observa alguns fendmenos conhecidos, como as ondas de

rédio, ondas de microondas relacionadas a rotagcdo de moléculas, e assim por diante.
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Espectro visivel ao Homem
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Figura 1. 8: Espectro eletromagnético. Figura extraida da referéncia®
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Neste estudo utilizaram-se duas técnicas em nivel molecular: Infravermelho

Médio e Raman, que compreendem uma regido de energia referente aos modos de vibragao

das moléculas.

1.4.1 Espectroscopia no Infravermelho.

A regido eletromagnética no infravermelho compreende os comprimentos de

onda descritos na Tabela 1. 1.

Tabela 1. 1: Comprimentos de onda correspondentes a regido do infravermelho.

Regido Intervalo de nimero Regido em Regido de frequéncia
de onda (©), cm™ comprimento de (v), Hz.
onda (1), um.
Préximo (NIR) 12800 - 4000 0,78-2,5 3,8x 10" -1,2 x 10™
Médio (MID) 4000 - 400 25-25 1,2 x 10" —3,0x 10"
Distante (FAR) 400 - 10 25 - 1000 3,0x10%-3,0x 10"

As energias associadas aos modos de vibracdo fundamental das moléculas

estdo na regido do Infravermelho médio®**°.

As técnicas de espectroscopia se baseiam na interacdo entre a luz (ondas

eletromagnéticas) e a matéria. Como a energiados modos de vibracdo normais de uma

molécula se encontram na regido do infravermelho médio, uma molécula atingida por um

feixe de ondas eletromagnéticas nessa faixa de energia, ird absorvé-la causando uma mudanca
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nos seus modos de vibracdo. Para que uma molécula absorva radiacdo infravermelha é
necessario que a mesma possua momento de dipolo, dessa forma o campo elétrico da radiacdo
ird interagir com o dipolo elétrico da molécula alterando seus modos de vibracdo, e assim, a
molécula vibra como se fosse um oscilador harménico diatdmico. Tendo como base o modelo
de oscilador harmdnico é possivel calcular as energias dos modos de vibracao das moléculas.
No modelo do oscilador harménico as ligacfes quimicas sdo consideradas como molas e 0s
atomos podem ser considerados como bolas presas por essas molas, logo a oscilacdo desse

conjunto pode ser descrita pela lei de Hooke?.

1.7)

Onde v ¢ a frequéncia de vibracdo do modo analisado, Ks é constante de forca

da ligacéo e 1 é a massa reduzida de dois &tomos de massa m; e m,

_ Mima (1.8)
my + mp

=
I

O modelo classico de molas funciona muito bem para moléculas diatbmicas e
moléculas mais simples, contudo para moléculas mais complexas é necessario realizar uma
expansao desse modelo fazendo as consideragfes quénticas necessarias afim de que o modelo
atenda aos modos de vibragbes de moleculas mais complexas. Uma diferenca basica que
ocorre entre 0 modelo classico e 0 modelo quéantico é que no primeiro as energias de transicao
variam continuamente, 0 que ndo ocorre em moléculas com energia quantizada. Sabe-se que
0s modos de vibragdo de uma molécula séo limitados e dependem do grau de liberdade da

molécula. Para maior aprofundamento pode-se consultar a referéncia®.

Do ponto de vista analitico é necessario saber as diferentes caracteristicas
referentes as trés regibes do infravermelho para que se possa realizar uma analise com
informacdes relevantes. A espectrocopia no infravermelho préximo extrai informacGes dos
modos de vibragdo harmdnica e seus sobretons, e essas bandas s&o em sua maioria referentes

as ligacOes de hidrogénio (OH, NH, CH). As bandas possuem sinal muito fraco quando
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comparado as outras regides do infravermelho® e devido & natureza do conjunto de dados
analisados por NIR o tratamento dos mesmos estd majoritariamente associado ao uso de
quimiometria e encontram-se aplicagcBes para analises quantitativas, principalmente na

indstria alimenticia®?"28,

O infravermelho distante tem por caracteristica propiciar vibragdes
anarmonicas que incluem os modos de tor¢do simétricos e assimétricos de moléculas
organicas pequenas e de organometalicos®®, contudo n&o se encontram muitas aplicagdes

dessa técnica na literatura.

No infravermelho médio existe uma faixa espectral (1200 cm™ a 700cm™)
reconhecida como a faixa de impressdo digital da analise. Nessa regido 0s picos sao muito
caracteristicos para cada amostra, uma pequena alteracdo na estrutura da molécula leva a
grandes mudancas no espectro®. Por esse motivo o infravermelho médio é utilizado para fins
qualitativos e quantitativos, diferentemente do infravermelho préximo que ndo pode ter suas
bandas relacionadas a somente um modo de vibracdo caracteristico de alguma parte da

molécula pois seus modos de vibragdo sdo sobrepostos no espectro.

De um modo geral a espectroscopia no infravermelho é tida como uma técnica
ideal para andlise em solidos devido aos avancos que a técnica obteve depois dos anos 50.
Instrumentos mais antigos sdo dispersivos, ou seja, a amostra precisa de um longo tempo de
exposicdo a fonte de radiacdo para que se tenha um espectro com boa relagéo sinal/ruido. A
partir de 1970 surgiram 0s primeiros instrumentos de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR, do inglés Fourier transform infrared)®:. Nestes instrumentos ha um
dispositivo, interferdmetro de Michaelson, que faz com que todos os comprimentos de ondas
da regido analisada sejam incididos rapidamente sobre a amostra, gerando padrdes de difracao
que séo decodificados, como absor¢do em um dado comprimento de onda, pela transformada

de Fourier’**,

Outros avancos também surgiram na parte de preparacdo de amostras. A
técnica mais antiga de preparacdo de amostras para andlise de infravermelho envolve a
preparacdo de uma pequena parte da amostra (2% em massa) com KBr, homogeneizada em
um almofariz e comprimida a altas pressdes (10.000 p.s.i) até que a amostra se torne uma
pastilha vitrificada por onde passarda o laser de infravermelho. Pode-se perceber que essa
técnica de preparacdo de amostra é totalmente equivocada para o objetivo de se analisar
polimorfismo ja que a etapa de homogeneizagdo da amostra e pressurizacéo para formacéo da
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pastilha podem induzir uma transformacédo polimorfica. Posteriormente surgiram as técnicas
de reflexdo difusa (DRIFTS, do inglés diffuse reflectance infrared Fourier transform
spectroscopy), na qual o analito em p6 é irradiado pelo feixe infravermelho e radiacdo
incidente sera absorvida, refletida e difratada pelas particulas da amostra e somente a parte
difratada conterd informacéo sobre a amostra. O DRIFTS é uma boa técnica quando utilizada
para andlise de amostras puras que contenham tamanhos de particula homogéneos, uma vez
que a reflectancia da amostra dependera do tamanho das particulas. Para analise quantitativa
de misturas entre principio ativo e excipientes, com tamanho de particulas diversos, a técnica

pode nio fornecer bons resultados®.

Um outro avanco nos instrumentos foi a criacdo de um dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR, do inglés,attenuated total reflection) que é um cristal de
ZnSe (Seleneto de Zinco),na maioria dos casos, apresentando alto indice de refracdo. O uso
desse dispositivo consiste num conjunto de espelhos que direciona o feixe de raios
infravermelhos para a superficie do cristal, em seguida esse feixe € refletido pelo cristal e
redirecionado ao detector por um outro conjunto de espelhos. A amostra é colocada na
superficie desse cristal, logo a amostra é irradiada pela parte do feixe que foi anteriormente

32
|

atenuada pela superficie do cristal®™. O ATR oferece a vantagem de ndo necessitar de preparo

da amostra e ser ndo destrutiva, porém s6 obtém um espectro da superficie do material.

1.4.2 Espectroscopia Raman.
A espectroscopia Raman foi descoberta por Chandrasekara Venkata Raman em
1928 e desde entdo os instrumentos dessa técnica analitica vem se desenvolvendo
constantemente®. Devido ao desenvolvimento da fotonica e da optoeletrdnica a
instrumentacdo se adequou rapidamente as necessidades de varios tipos de andlises, tendo um

grande aumento do namero de aplicag6e534.

Quando a luz interage com a matéria € comum que ocorra absorcao da luz,
como no caso da espectroscopia no infravermelho, e que também ocorra espalhamento que é o
caso da espectroscopia Raman. No espalhamento de fétons a luz interage com as moléculas
causando uma mudanca na polarizabilidade da mesma em virtude da mudanca dos estados
vibracionais e rotacionais, sendo a molécula homonuclear ou heteronuclear®. O espalhemento
pode se dar de duas maneira, espalhamento elastico ou inelastico e o espalhamento ineléstico

pode ainda ser de maior ou menor energia do que a energia da fonte de luz incidente.
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Como pode-se observar na Figura 1. 9, o espalhamento elastico (Rayleigh)
ocorre quando os fotons excitam a molécula a um estado virtual, que ndo corresponde, em
niveis energéticos, a um auto estado da molécula, e ao relaxar retorna ao mesmo valor

energético anterior.

e et 4~ T — = Estados
== == === = == k= = yirtuais

v=3

v=2 Estados

v=1 ¥ L vibracionais

V= G L 4

Rayleigh  Stokes Anti-Stokes

T

Efeito Raman

Figura 1. 9: Os tipos de espalhamento que podem ocorrer em um experimento Raman.

No espalhamento do tipo Stokes, o foton espalhado € menos energético que o
féton incidente, sendo parte da energia transferida a molécula que retorna a um estado
vibracional de maior energia, logo os fotons provenientes do espalhamento Stokes possuem

menor energia do que o feixe monocromatico incidente na amostra.

Ja no espalhamento anti-Stokes as moléculas partem de um estado vibracional
excitado, ascendem a um estado virtual e retornam a um estado vibracional de menor energia,
com uma frequéncia oscilatéria menor, logo os fétons provenientes do espalhamento Anti-
Stokes possuem maior energia do que os fotons incididos na amostra, havendo uma

transferéncia de energia da molécula para o foton.

As bandas espectrais no Raman sdo sempre deslocadas por uma frequéncia
constante que por sua vez dependem da fonte de excitagdo, geralmente o espectro apresenta

deslocamentos que variam de 0 a 3500 cm™ 2.

Dentre os dois tipos de espalhamento, apenas o inelastico (Stokes e anti-
Stokes) fornece o efeito Raman observado nas analises, e apenas uma porcentagem muito
pequena dos fotons emitidos pela fonte de irradiacdo sofrem espalhamento ineléstico, cerca de
0,0001%*, portanto o espalhamento Raman é um fendmeno de baixa intensidade e a

otimizacdo da instrumentacao é essencial para aplicacdo da técnica.
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A eficiéncia do espalhamento Raman para uma determinada banda espectral
observada é dependente da quarta poténcia da frequéncia do comprimento de onda utilizado

para fazer a analise, de acordo com a expressao (1.9).

Iraman a (vlaser - Vbanda)4 (19)

Onde laman € a intensidade do sinal de uma banda espectral, v € a frequéncia

do laser incidente na amostra e vpanga € @ frequéncia relativa a onda do foton espalhado.

De acordo com expressdo (1.9) pode-se deduzir que a intensidade do sinal de
uma banda aumentard com o uso de laser de maior frequéncia, ou menor comprimento de
onda.Alguns intrumentos de espectroscopia Raman possuem dois ou mais conjuntos épticos
para trabalharem com diferentes tipos de laseres.O laser de 785nm e o laser de 1064 nm, que
s30 comprimentos de onda caracteristicos do infravermelho préximo®, séo os mais utilizados
para amostras farmacéuticas.Quanto menor o comprimento de onda do laser, maior sera a
intensidade do espectro. Contudo, deve-se levar em cosideracdo a possibilidade de ocorrer
fluorescéncia na amostra devido ao aumento de energia do laser, limitandoa escolha do

comprimento de onda do laser.

Um aspecto importante que diferencia a espectroscopia Raman da
espectroscopia no infravermelho esta na propria natureza dos fenémenos fisicos das duas
técnicas. Na espectroscopia do infravermelho a parte do campo elétrico da onda
eletromagnética interage com o dipolo elétrico da molécula, fazendo com que esse dipolo
vibre como um oscilador harménico. J& na espectroscopia Raman o campo elétrico da onda
eletromagnética polariza a molécula, causando espalhamento da luz incidente. Via de regra as
bandas de forte intensidade na especetroscopia infravermelha sdo referentes avibracdes que
envolvem dipolos fortes (como ligacbesmajoritariamente polares), enquanto que na
espectroscopia Raman as bandas com forte intensidade séo referentes a vibragdes que

envolvem dipolos fracos ou ausentes (como ligagcdes majoritariamente funcionais apolares)®.

Para fins de analise em farmacos a espectroscopia Raman possue algumas

vantagens frente & espectrocopia no infravermelho, a saber®:

1. A espectroscopia Raman € ndo invasiva e 0 espectro Raman de materiais poliméricos,
assim como vidros e blister ¢ de baixa intensidade, permitindo a analise do produto

final na embalagem.
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2. A espectroscopia Raman pode ser utilizada para estudo de pequenas particulas em
amostras ndo homogéneas. Muitos farmacos sdo formulados utilizando microcristais
de principio ativo em uma matriz sélida que contém excipientes sélidos como material
diluente do principio ativo.

3. Possibilita andlises em meio aquoso, uma vez que a agua possue espalhamento Raman

pouco intenso.

1.5 Os farmacos e suas caracteristicas.

Os farmacos possuem caracteristicas distintas entre si e a formulacdo de
produtos em estado solido depende dessas caracteristicas.Um sistema de classificacdo
amplamente aceito e citado em varios estudos € o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS, do inglés Biopharmaceutical Classification System) elaborado pela FDA®. Nesse
sistema os farmacos séo classificados em quatro classes que correlacionam a permeabilidade
(absor¢do por parte dos tecidos) e solubilidade do farmaco (capacidade de se solubilizar no

organismo). Como pode ser visto no grafico exposto na Figura 1. 10.

De acordo com o grafico vé-se que os farmacos classe | possuem a
caracteristica de serem altamente sollveis e permeéveis, na classe Il os farmacos sdo pouco
sollveis e altamente permeaveis, na classe Il os farmacos sdo altamente sollveis e pouco

permeaveis e na classe IV os farmacos pouco sollveis e pouco permeaveis.

A

Permeabilidade

Solubilidade

Figura 1. 10: Sistema de classificacdo BCS.
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Neste estudo utilizaram-se trés farmacos da classe Il: a Carbamazepina, o
bisulfato de clopidogrel e a ezetimiba, pois a biodisponibilidade é altamente afetada pela

forma polimdrfica, considerando a baixa solubilidade destes APIs.

1.5.1 Carbamazepina.

A carbamazepina é um farmaco utilizado como anticonvulsivante utilizado para
tratamento de epilepsia, transtorno bipolar e neuralgia do trigémio. Sua agdo consiste em
diminuir a atividade dos neurdnios por meio de blogueamento dos canais de s6dio***. Sua
formula molecular é CysH12N,O e nomenclatura IUPAC é 5H-Dibenzo(b,f)azepina-5-

carboxamina. A formula estrutural da molécula esta representada na Figura 1. 11.
Ha O .
Y o

()

Figura 1. 11: Estrutura molecular planar e tridimensional da Carbamazepina.

Existem registros de até oito polimorfos de Carbamazepina e outros
solvatomorfos*®*. Dentre as formas mais usuais estdo a forma | (triclinica), a forma II
(trigonal) e as forma Il e IV, ambas monoclinicas. A forma Ill é aquela que é utilizada
comercialmente nos comprimidos e pode sofrer rapida hidratacdo pela prépria umidade do

ambiente, formando um dihidrato que tem taxa de solubilidade menor do que a forma 111

A carbamazepina apresenta historico de variacdo de perfomance, bem como de falha

no tratamento clinico. Alguns artigos demonstram que ha alta variabilidade na taxa de

43,44

dissolugdo do farmaco, mesmo em comprimidos da mesma marca™"", causado por alteracao

polimorfica ou solvatomorfica do mesmo.
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1.5.2 Ezetimiba.

O farmaco ezetimiba pertence a classe de farmacos utilizados para diminuir a
absorcdo de lipideos pelo organismo e é prescrito para controle dos niveis de colesterol em
pacientes. E comercializado com o nome de Zetia® e Ezetrol® e é produzido pela empresa
Merck e Schering-Plough pharmaceuticals. A ezetimiba pode ser administrada sozinha ou ser

combinada com a sinvastatina, de acordo com as limita¢Ges do paciente.

O mecanismo de agdoda ezetimiba consiste em se alojar nas vilosidades do

1*°. A formula molecular da ezetimiba é

intestino delgado, impedindo a absorcéo do colestero
Ca4H21F2NOs3, sua formula estrutural estd descrita na Figura 1. 12 e o nomenclatura IUPAC é
1-(4-fluorofenil)-3(R)[-3-(4-fluorofenil)-3(S)-hidroxipropil]-4(S)-(4-hidroxifenil)-2-

azetidinona®.

OH

Figura 1. 12: Estruturamolecular planar e tridimensional da ezetimiba.

N&o ha na literatura muita informacéo a respeito da ezetimiba, sendo que até o
momento da redacdo dessa tese foram encontrados apenas alguns trabalhos sobre esse
farmaco®®*8. Um dos motivos de existirem poucos trabalhos na literatura é que a Ezetimiba é

um farmaco relativamente novo, tendo seu registro aceito em 2002.

A ezetimiba apresenta uma relativa facilidade de sofrer transformacdo de sua
forma anidra para a forma hidratada, sendo que a Gltima apresenta taxa de solubilidade cerca
de 35% menor, em 4gua™. Por ser um farmaco de classe Il, de acordo com o sistema de
classificacdo BCS, a presenca de um hidrato de ezetimiba na formulacdo prejudicara o efeito

terapéutico do farmaco, devido a diminuicéo de solubilidade.
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1.5.3 Bisulfato de Clopidogrel
O bisulfato de Clopidogrel é um farmaco utilizado para evitar a agregacéo de
plaquetas. E indicado para pacientes que possuem propensdo para problemas vasculares,
sendo eles cardiacos (infarto) ou cerebrais (acidente vascular cerebral) e trombose®’. A
formula molecular do bisulfato de clopidogrel é Ci6H16CINO,S-H,SO,4, sua nomenclatura
IUPAC ¢é metil (+)-(S)-alfa-(2-clorofenil)-6,7-diidrotieno[3,2-c]piridina-5(4H)-acetato sulfato
(1:1)** e sua formula estruturalplanar e tridimensional estdo apresentadas na Figura 1. 13.

Figura 1. 13: Estrutura molecular planar e tridimensional do bisulfato de clopidogrel.

Existem mais de 6 polimorfos de bisulfato de clopidogrel®

, contudo apenas 0s
polimorfos 1 e 11 sdo utilizados nas formulacdes>. Uma opcdo que tem sido estudada para
melhorar a solubilidade dos farmacos da classe Il e IV (BCS) ¢ a producédo da fase amorfa do
principio ativo. A fase amorfa ndo possui organizacdo cristalina, logo, o processo de
solubilizacdo necessita de uma quantidade menor de energia quando comparado a outras
formas cristalinas, ja que a falta de reticulo cristalino confere a fase amorfa uma estabilidade

termodinamica menor®>*,

1.6 A quantificagdo de polimorfos e a utilizagdo de ferramentas
quimiométricas.

A pesquisa por métodos de quantificacdo de polimorfos em uma formulacéo é

recente e orgals reguladores em nivel mundial como FDA e em nivel nacional como a

ANVISA ainda ndo possuem uma metodologia padrozinada para o controle de qualidade

desses farmacos. A necessidade se torna ainda mais evidente devido as implicac¢des juridicas

que ocorrem na industria farmacéutica brasileira no que tange a producdo de genéricos, uma

vez que a patente de polimorfos estavigente e se torna necessario a producdo de genéricos
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com polimorfos que sejam diferentes daqueles defendidos por tal patente. Outro problema
claro é a qualidade que o produto genérico pode vir a ter uma vez que um dado polimorfo
pode possuir caracteristicas fisicas e quimicas que impossibilitam sua comercializagdo por
serem toxicos ou pouco séluveis. Deve-se ainda levar em conta a possibilidade de
transformacéo polimorfica no processo de producdo ou estocagem. Dado essas observacoes
torna-se evidente a necessidade de métodos quantitativos e qualitativos de polimorfismo em

farmacos.

Para anélise de polimorfismo em farmaco pode-se utilizar tanto espectroscopia
no infravermelho quanto a espectroscopia Raman, pois ambas apresentam espectros com
bandas claras e bem definidas de moléculas organicas, as quais constituem os principios
ativos. Essa caracteristica de ambas as técnicas é essencial para analises de farmacos, que

tipicamente apresentam uma complexa mistura de excipientes e principio ativo>”.

Espectroscopia de Infravermelho e Ramansdo técnicas analiticas
complementares.Levando-se em consideracdo os fundamentos fisicos de ambas as técnicas e a
caracteristica da maioria das formulagbes em estado sélido (comprimidos), pode-se eleger a
melhor técnica dentre as duas para realizar a analise. Para fins quantitativos deve-se levar em
consideracdo que, para a maioria dos comprimidos, a maior parte de sua massa é constituida

de excipientese uma pequena parte € referente ao principio ativo.

Excipientes possuem inumeras funcdes em uma formulagéo sélida,semi-solida
ou liquida. A ANVISA tem em seu site uma tabela exibindo as fun¢des que os excipientes
podem realizar em uma formulacdo®. Geralmente,um comprimido é constituido em sua
maioria por um excipiente que tem por funcdo ser o diluente e o veiculo, ou seja, € onde o
principio ativo esta disperso e por meio deste sera conduzido ao local correto onde ocorrera
sua liberacdo. Diluentes e veiculos sdo moléculas inertes com forte momento de dipolo, como
por exemplo, Croscamelose Sddica, Lactose, Celulose microcristalina, entre outros. Como
pode-se observar, tratam-se de moléculas que possuem heteroatomos com alta
eletronegatividade o que confere a elas forte momento dipolar. Por conta dessa caracteristica
dos excipientes e de sua proporcdo na formulacdo de um comprimido, deu-se preferéncia a
utilizacdo da espectroscopia Raman que, devido as suas caracteristicas, retorna um sinal dos
excipientes com baixa intensidade, previlegiando o sinal do principio ativo, que se encontra

em baixa proporcao.
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Ambas as técnicas, Raman e infravermelho, precisam de analise multivariada
quando utilizadas para fins quantitativos®?"?*® devido as caracteristicas dos espectros
obtidos. A maioria das amostras utilizadas sdo complexas e fornecem um espectro com
variacdo em varias bandas espectrais. A utilizacdo de apenas uma variavel (comprimento de
onda, Raman shift) para realizar uma calibracdo univariada pode conduzir a erros de predicéo.
Aqui cabe explanar a respeito dos métodos de calibracdo de ordem zero, de primeira ordem e
de ordens superiores.

Métodos de calibracdo de ordem zero sdao aqueles que se valem de um Unico
valor de variavel relacionado a uma grandeza quimica, como por exemplo um valor de pH
que indica a concentragdo de fons H'em solucgo. Esse tipo de calibragdo é amplamente
conhecido e tem seu tratamento estatistico como erro de predicdo e as figuras de mérito bem
estabelecido. Contudo, a presenca de interefentes pode mascarar o resultado real, levando a
um erro de predicdo. Em andlises de amostras complexas se faz necessario a realizagdo da
abertura de amostra, fazendo com que a amostra passe por varios procedimentos quimicos
afim de eliminar os interferentes. Embora esse tipo de abordagem seja necessario em muitos

casos é dispendioso em tempo e custo.

Os métodos de calibracdo de primeira ordem geram um conjunto de dados com
mais variaveis relacionados a uma grandeza quimica, dando origem a um vetor. Um exemplo
desse tipo de calibracdo esta na utilizacdo de técnicas espectroscOpicas como Raman e
Infravermelho para medicdo do teor de proteinas em trigo. Esse tipo de amostra tem varios
interferentes, mas ndo se faz necessario a eliminacdo desses interferentes para a medicdo do
referido teor, pois métodos de calibracdo como o PLS, PCR entre outros, permitem a medida
de tal teor na presenca de interferentes, uma vez que eles estardo presentes no conjunto de

calibracéo.

Ja os métodos de calibracdo de segunda ordem sdo aqueles que geram um
conjunto de dados em forma de uma matriz. Geralmente as técnicas hifenadas como HPLC-
DAD (cromatografia com detector de arranjo de diodos) ou HPLC-MS (cromatografia com
detector de massas) geram um dois vetores de conjunto de dados que formam uma matriz. A
vantagem de segunda ordem se encontra no fato de que é possivel fazer a calibracdo de um
determinada grandeza na presenca, ou ndo, de seus interferentes. Contudo, se faz necessario a
utilizacdo de métodos quimiomeétricos de ordem superior como 0 PARAFAC, que limitam a

rotagdo dos dados entre os modos. O surgimento de ferramentas de calibragdo de segunda
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ordem e ordens superiores permitiram a analise de amostras bioldgicas ou de amostras com

muita complexidade empregando um niimero muito reduzido de amostras®”®

Existem muitas ferramentas quimiométricas para se realizar uma calibracao
multivariada, porém a mais utilizada € o PLS (do inglés Partial Least Squares) ou regressao
por minimos quadrados parciais®, devido a simplicidade do algoritmo e bom poder de
previsdo®®. Do PLS surgiram outras evolugbes como o iPLS (do inglés interval partial least
squares) onde apenas alguns intervalos das variaveis espectrais sdo utilizados®, eliminando

informacd@es redundantes, melhorando os erros de previsdo do modelo a ser construido.

Outra necessidade da industria famacéutica € o desenvolvimento de metodos
analiticos para monitorar sua producdo in-line, ou seja, com a utilizacdo de uma sonda que
monitore a linha de producdo e fornega resultados rapidos para que se possa controlar a
qualidade dos produtos e interferir na producéo, em tempo habil, caso ocorra algum problema.
Essa necessidade pode ser plenamente atendida pela espectroscopia Raman associada aos
métodos multivariados como PLS. Uma outra ferramenta quimiométrica de excelente
aplicabilidade € a resolucdo multivariada de curvas (MCR), pois com o uso desta ferramenta

pode-se estimar a velocidade com a qual o principio ativo sofre uma transicdo polimérfica®.



CAPITULO 2-METODOS
QUIMIOMETRICOS
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2. Métodos quimiométricos
O termo quimiometria foi inicialmente criado por Svante Wold em 1971%
Kowalski e Wold foram pioneiros no avango da quimiometria, muito embora j& houvesse uma
disciplina lidando com guimiometria nos anos 60, antes do termo ter sido definido. Kowalski
definiu a quimiometria como sendo “ um veiculo que pode auxiliar 0S quimicos a se moverem
na dire¢do do maior conhecimento”. Outra definicdo de quimiometria dada por Wold é: “a
arte de extrair informagdo quimica relevante de dados produzidos em experimentos

quimicos®”.

Os métodos quimiométricos surgiram da possibilidade de se tratar um grande
volume de dados devido a “explosdo de dados” que ocorreu devido ao surgimento de métodos
instrumentais computadorizados para analise quimica. Desse grande volume de dados, surgiu
a necessidade da utilizacdo de métodos estatisticos e matematicos para analisa-los e extrair
informacdes Uteis. A principio, alguns métodos foram adaptados de outras éareas de

conhecimento como a economia®™.
Atualmente a quimiometria pode ser dividida em :

e Processamento de sinais analiticos.

¢ Planejamento e otimizacdo de experimentos.

e Reconhecimento de padrdes e classificacdo dos dados.
e Construcao de modelos de regresséao.

e Desenvolvimento e aplicacdo de métodos de inteligéncia artificial.

Nesteestudo utilizou-se apenasprocessamento de sinais analiticos, planejamento e

otimizacao de experimentos e a construgdo de modelos de regresséo.

2.1. Planejamento experimental.

O planejamento de experimentos tem por objetivo definir um arranjo
experimental que proporcione uma otimizacdo da informacéo obtida a partir de um nimero
minimo de experimentos®. Para isto deve-se combinar todos os fatores (ou variaveis)
envolvidos de maneira simultanea e entdo utilizar os dados obtidos para montar um modelo.
As interacdes entre as variaveis do sistema s0 podem ser identificadas por meio de analise

multivariada, enquanto no método univariado cada fator é otimizado de maneira



28
2- Métodos quimiométricos

independente, mantendo-se as outras varidveis em niveis constantes, desconsiderando a
interacdo entre as mesmas. Dessa forma, um valor 6timo encontrado pelo método univariado
pode ndo ser verdadeiro, uma vez que desconsidera a interacdo entre varidveis, que ocorrerao

no sistema real.

Um dos grandes problemas do planejamento de experimentos estd em
encontrar um arranjo experimental adequado para um conjunto de calibracdo. Em muitos
casos nao é possivel controlar as variaveis de um conjunto de calibracdo de maneira
satisfatoria, porém o preparo de misturas em laboratério € um caso mais simples de se
resolver. Muitos quimiometristas recomendam que o conjunto de calibracdo possua muitas
amostras, principalmente se h& muitas varidveis influenciando a resposta obtida. O
fundamento de se montar um conjunto de calibracdo com muitas amostras ¢ que o modelo
pode se tornar mais robusto. Contudo, montar um modelo com um grande conjunto de
calibracdo pode consumir muito tempo e recurso financeiro, logo deve-se levar em
consideracdo quéao robusto o modelo precisa ser e pode-se obter modelos de calibragdo bem

robustos utilizando um planejamento adequado®.

Nesta tese de doutorado estudaram-se misturas de 2 e 3 polimorfos para os
farmacos anteriormente citados. Para uma mistura ternaria utilizou-se o arranjo experimental
de mistura ternaria descrito na Figura 2. 1. Neste tipo de arranjo experimental cada fator ou

variavel (polimorfo) terd 5 niveis de concentracao.

Polimorfo B
(100:0:0)

67:16:16
@

50:0:50 ® 50:50:0
33:33:33

@
16:16:67 16:67:16

0:50:50

Polimorfo C
@

(0:100:0)

Polimorfo A
(0:0:100)

Figura 2. 1: Diagrama de distribuicdo das amostras em uma mistura ternaria.
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Outra maneira de representar 0 planejamento de misturas ternarias esta
naTabela 2-1, onde é possivel observar a distruibuicdo de cada mistura. Para cada polimorfo
h& 5 misturas diferentes de concentragéo relativos a sua propor¢cdo em massa (0, 1/6, %2, 2/3,

1) e suas possiveis combinac@es (mistura) com outros polimorfos.

Tabela 2-1: Arranjo experimental do tipo ternario, a distribuicdo dos niveis no conjunto de

calibracéo
Variaveis ou fatores
Polimorfo A Polimorfo B Polimorfo C
Amostra 1 1 0 0
Amostra 2 0 1 0
Amostra 3 0 0 1
Amostra 4 Yo Ya 0
Amostra 5 Yo 0 )
Amostra 6 0 Yo )
Amostra 7 2/3 1/6 1/6
Amostra 8 1/6 2/3 1/6
Amostra 9 1/6 1/6 2/3
Amostra 10 1/3 1/3 1/3

Os espectros retirados das amostras possuem respostas lineares quando
ocorrem incrementos na concentracdo, respeitando portando a lei de Lambert-Beer. Logo, um
bom modelo de calibracdo deve ser feito utilizando combinacfes de concentracdo que
explorem todas as possibildades que serdo encontradas em amostras reais. Essas combinacGes
causardo alteragdes nos padrdes espectrais das amostras (aumento ou diminui¢cdo em alguns
picos) e sendo assim, quando ao modelo for adicionado novos dados, os novos padrdes
espectrais serdo comparados aos padrdes contidos no modelo e produzirdo um resultado.
Contudo, se houver alguma combinac¢do ndo explorada no modelo 0 mesmo falharéa ao prever
a concentracdo de uma amostra que contenha essa combinacdo especifica. Dai a necessidade
de se utilizar as combinacdes de niveis que explorem todas as regides de uma curva de

calibracao®®,

Ja o planejamento experimental utilizado nesteestudo para combinagdo de 2

polimorfos € mais simples, pois parte do principio da complementaridade, onde as proporcdes
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em massa dos componentes da mistura de polimorfos serdo sempre iguais a massa total do
principio ativo que deve estar no comprimido. Em comprimidos comercializados pode-se
assumir que a transicao entre polimorfos pode ocorrer apenas entre duas formas, ou ainda de
uma forma anidra se transformando em seu hidrato mais estavel. Sendo assim, suas
concentracfes sdo complementares e a soma das duas concentra¢des sera igual a concentracédo

total do principio ativo no comprimido.

2.2.  Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS).

Dentre as areas de estudo da quimiometria a calibragdo multivariada encontrou
uma vasta area para ser implementada na quimica analitica?®.Métodos de calibragdo
univariados sao simples de serem compreendidos, porém a aplicacdo de calibracdo univariada
em amostras reais, como em amostras de alimentos e produtos farmacéuticos, se tornam
tarefas complexas devido ao nimero de processos analiticos que deve ser realizado para
retirar os interferentes da matriz e poder analisar somente 0 composto quimico de interesse.

Esse tipo de abordagem pode ter custo elevado e consumir longo tempo de analise.

Outra ferramenta da quimiometria explorada neste estudo foi a de construcéo
de modelos de regressdo multivariados. O PLS é o modelo de regressdo multivariado mais
utilizado em trabalhos de quimica®®, muito embora tenha sido utilizado de maneira
equivocada em algumas aplicacGes. Contudo, sua capacidade de propiciar modelos de
regressao e a simplicidade do algoritmo tornaram o PLS a ferramenta quimiométrica que
alavancou o crescimento da quimiometria®’. O PLS estd intimamente associado a dados
espectroscopicos ( NIR, MIR, Raman)®, j& que o PLS é uma excelente solucéo para criar
modelos de calibracdo a partir de técnicas que possuem baixa seletividade, porém mais
baratas e rapidas quando comparadas a cromatografia, além de necessitar de preparo minimo

de amostra.

Geralmente o PLS é representado na forma de duas equacGes, como descrito
em (2.1) e (2.2).

X=T.PT+E (2.1)

Y=U.QT+f (2.2)



31
2- Métodos quimiométricos

O PLS decomp®e a matriz de dados X e a matriz de respostas Y em duas

matrizes menores, P" e Q" respectivamente. Associados a P" e Q"h4 duas matrizesT e U com

0sS escores.
m 1 m 1 m m
| P | P
X s ty =+ -+ t -+ Ex
A ﬂ
n n n n
w
z 1 1 1 1 z
T T
a4 a4
Y = uq 1 -+ -+ up 1 -+ E’y A
n n n n

Figura 2. 2: Representacdo da decomposicao das matrizes decorrentes do PLS.

Quando os escores de Te U estdo otimizados, calculam-se os loadings e por
fim os coeficientes de regressdo que entrardo na combinacéo linear para gerar o modelo PLS.

A etapa para otimizagao dos escores envolve 6 passos que serdo descritos a seguir:

1. Inicialmente escolhe-se um score u; de maneira aleatoria, que é uma combinagdo
linear dos vetores da matriz Y.
2. Utilizando-se o vetor uy, calcula-se o vetor wipara a primeira componente, seguido de

normalizacao:

wy = XTul((ulTul))_l (2.3)
_M (2.4)
M wall

3. Com o vetor de pesos w; calcula-se o vetor de escores t;da primeira componente de X.

tl = XW1 (25)

4. Com o vetor de escores t; calcula-se os loadings qipara matriz Y, seguido de

normalizacé&o.
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-1 2.6
=Yty ((qtﬂ) (26)
__ D (2.7)
TP
5. Com o vetor g; pode-se calcular um novo vetor u;*.
(2.8)

ui = Y7q, ((qfan)

6. Apbs o célculo dos loadings e escores reinicia-se 0 processo a partir da etapa 2 e entéo
obtém-se novos valores w;* e t;* e entdo considera-se a seguinte proposigéo (teste de
convergéncia).

Se |t} — t;|> que 10 o precesso é reiniciado.

Se |[t] —t1|< que 10° 0 processo cessa e assume-se o valor de t*.

O valor critico é assumido como 10 mas pode-se assumir outro valor,
dependendo da precisdo necessaria ao modelo

7. Com os valores de t;* é possivel calcular os loadings p;de X

pr=X"ti (¢t (2.9)
8. Enfim pode-se calcular o primeiro coeficiente de regressao da seguinte maneira.
by = ut; (5Tt ! (2.10)

9. Nesta etapa subtrai-se a primeira componente do modelo e calcula-se novas

componentes para a informacao restante do conjunto.

X*=X-tipl (2.11)
Y*=Y—b;tiqf (2.12)

A partir da etapa 9 o calculo recomeca com o que resta de informacio no

conjunto de dados®’. O algoritmo explicado é iterativo conhecido como NIPALS (do inglés
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Nonlinear iterative partial least squares). Existe também outro algoritmo conhecido SIMPLS,
que é uma modificacdo do NIPALS, porém realiza calculos de maneira mais rapida®’ e é

utilizado na maioria dos pacotes estatisticos que efetuam PLS.

2.2.1. PLSem intervalos de variaveis (iPLS).

Métodos de regressao que utilizam todas as variaveis do espectro, como o PLS
e 0 PCR (do inglés principal components regression) ficaram bem conhecidos e possuem um
vasto nimero de exemplos na literatura comprovando sua eficiéncia. A aplicagdo de PLS
envolvendo todas as variaveis de um espectro € pratica comum entre quimiometristas,
contudo pode haver informacgfes redundantes em algumas variaveis de um conjunto de
espectros, ao passo que algumas outras variaveis podem conter informagdes muito mais
relevantes. Em espectroscopia existem regifes espectrais que trazem informacdes especificas
de grupos quimicos como croméforos, fluoréforos entre outros®. Logo, utilizar um modelo
regressdo do tipo PLS com apenas variaveis que contenham informacdes relevantes pode
melhorar os parametros estatisticos do modelo,além disso, ha que se levar em consideracdo o
fato de que a decomposicdo espectral em varidveis latentes pode ndo criar um modelo
realistico, e a andlise de apenas algumas variaveis de interesse pode solucionar esse

problema®.

As chances de um conjunto aleatorio de intervalos ser escolhido e fornecer o
melhor modelo de iPLS é minima. Portanto, existem alguns métodospara se encontrar as
variaveis mais significantes para um modelo. O mais simples deles €é feito por meio de duas
etapas em sequéncia: 1) mudanca de intervalo escolhido, 2) mudanc¢a no tamanho do intervalo
escolhido, onde se adiciona uma variavel a mais no intervalo. Essa adi¢do pode ocorrer de
maneira simétrica, sendo entéo adicionadas duas variaveis ao intervalo, uma de cada lado, ou
de maneira assimétrica, onde sera adicionada uma varidvel a esquerda ou a direita. A cada
adicdo de varidvel constroi-se um modelo e verifica-se o valor de RMSECV (do inglés root
mean square error of cross validation) referente ao PLS realizado no dito intervalo.Os
intervalos que fornecerem o menor valor de RMSECYV serdo adotados para a constru¢do do
modelo de calibracéo.

Outro modo de se selecionar os melhores intervalos para o modelo de regressao
iIPLS é por meio do calculo das variaveis principais PV(do inglés principal variables), onde

seleciona-se a variavel“x” (variavel espectral) com maior covariancia da matriz de dados em
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relacdo ao vetor “y” (medida fisica/quimica). Essa serd a primeira variavel principal e em
seguida sera buscada a segunda varidvel com maior covariancia na matriz de dados original
que foi reduzida da primeira variavel. A matriz de dados serd reduzida das subsequentes

variaveis até que ndo haja mais uma covariancia relevante entre as variaveis restantes.

Um terceiro método chamado de FSS (do inglés forward stepwise selection of
variables), ou selecdo de varidveis por passos adiante, € tido como o método mais simples e
objetivo dentre todos e baseia-se na escolha subsequente de varidveis que sao selecionadas
passo a passo por sua capacidade de melhorar um modelo de regresséo linear multipla (MLR,
do inglés multiple linear regression). Inicialmente, todas as variaveis espectrais sao testadas
individualmente em uma regressdo linear univariada, tendo como variavel dependente seus
valores de concentracdo. Todos os modelos resultantes sdo testados como conjunto de
validacdo e aquela variavel que fornecer menor RMSEP (do inglés root mean square error of
prediction) ou erro de predicéo é escolhida. Em seguida a variavel escolhidasera testada com
todas as outras variaveis restantes, uma por uma, dando origem a modelos de regressdo linear
multipla com duas varidveis. A analise dos modelos é feita com base no menor valor de
RMSEP, selecionando entdo a segunda varidvel a entrar no modelo. Esse processo serad
repetido até que a introduc&o de uma nova variavel faca o valor de RMSEP aumentar®. Esse é

0 método mais utilizado nos pacotes estatisticos que realizam modelos de iPLS.

2.3. MCR-ALS, resolugdo multivariada de curvas por minimos quadrados
alternados.

A ferramenta quimiométrica MCR (do inglés multivariate curve resultion) é
um método de processamento de sinais analiticos de natureza complexa, como por exemplo
sinais analiticos de uma amostra que contém uma mistura de compostos quimicos. Essa
ferramenta quimiomeétrica recupera valores de concentracdo relativa e os espectros puros dos
componentes de uma mistura, tal recuperacdo é realizada sobre uma ou mais matrizes de

dados (espectros, por exemplo).

O MCR realiza uma decomposicéo bilinear dos dados contidos nas matrizes Dy

x¢) Utilizando o algoritmo ALS. A decomposicdo bilinear respeita a equacéo (2.13).

Daxe) = CaxiS' (2.13)
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r

A varidvel “1” representa as linhas da matriz D, geralmente “I” ¢ referente as
amostras do planejamento. A varidvel “c” ¢ referente as colunas da matriz D, geralmente
representa as varidveis contidas em um espectro e “k” ¢ referente ao nimero de componentes

na amostra.

Considerando a equagdo (2.13), para a mistura de dois compostos, D x ¢) Seréa

desmembrada em duas outras matrizes Da e Dg, logo:

D = C4SA + CpSt (2.15)

As equacdes (2.14) e (2.15) demonstram que as matrizes serdo combinacdes
lineares da matriz D. Dessa forma vé-se que o MCR é capaz de recuperar os sinais analiticos

dos componentes puros e estabelecer relagdes de concentragdo com esses sinais.

Para que a ferramenta MCR possa realizar as estimativas dos espectros puros e
de concentracdo deve-se inicialmente observar se o sinal analitico obedece a lei de Lambert-

Beer e em seguida se o posto da matriz € igual ao nUmero de componentes puros da amostra.

O posto de uma matriz corresponde ao nimero de linhas ou colunas de uma
matriz que sdo linearmente independentes entre si, ou seja, 0s vetores que ndo apresentam
combinacdes lineares. Se ha, em uma matriz, apenas dois vetores que sao independentes entre
si, entdo o posto da matriz é igual a 2. O posto de uma matriz pode ser calculado pela
decomposicdo da matriz em seus componentes principais, que pode ser realizado pelo
algoritmo SVD (do inglés single value decomposition). Em uma analise por componentes
principais ocorre, por meio do célculo das componentes principais, uma reorganizacdo dos
eixos que contém as variaveis originais. As variaveis se encontrardo em um novo espaco
dimensional onde 0s eixos sdo ortogonais entre si e cada eixo corresponde a uma componente
principal. Uma vez que as componentes principais sdo ortogonais entre si, é possivel
determinar o0 posto de uma matriz de acordo com o numero de componentes principais

necessérios para descrevé-la®.

O MCR estabelecerd relagdes entre 0s espectros puros e as variacGes de
concentracdo dos componentes das misturas. Se houver apenas dois componentes numa

mistura, o sinal serd uma combinacgdo dos espectros das duas substancias. Assim, é necessario
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que o modelo tenha informacdo dos possiveis espectros puros ou das concentracGes das
substancias presentes na amostra.Caso a amostra seja completamente deconhecida, o préprio
MCR tentara encontrar os espectros puros por meio de dois métodos, a andlise de fatores
evolucionarios (EFA do inglés Evolving factor analysis), ou da aproximacdo da variavel pura
(PURE). O PURE seleciona as colunas que contenham as variaveis mais puras de acordo com
0 numero de componentes principais que possa haver na mistura. J& 0 EFA é mais utilizado
em andlises onde se sabe que ha uma variacdo sequencial dos espectros. Um bom exemplo

deste comportamento estd no monitoramento de reacdes.

Uma vez encontrada as varidveis puras (espectros puros) o MCRcomeca a
calcular as concentragOes referentes aos espectros através do algoritmo ALS (do inglés
alternating least squares). A partir desse ponto 0 método se torna iterativo e seguird os

seguintes passos:
1. Tendo os valores D e ST, calcula-se o valor de C*.

C*=DS(STS)! (2.16)

2. Com o valor deD eC*, calcula-se o valor de S™".

ST = (c™c*)~1c™D (2.17)

3. Com os valores C* e S™, calcula-se D*(para avaliar parametros de falta

de ajuste e porcentagem de variancia explicada).

D*= C*ST™*+E (2.18)

Como no outro método iterativo calculado anteriormente é necessario observar
se as estimativas encontradas satisfazem o modelo, ou seja, se os valores calculados estdo

proximos dos valores reais. Sendo assim, realiza-se o célculo da falta de ajuste:

— (2.19)
L (X —Xiy)

aj = n m y2
i=1 Zj:l Xi,j
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Onde Xj;¢ o valor X da linha “i” e coluna “j”, referente a matriz D*.

Como anteriormente descrito os valores sdo considerados convergentes apos
um determinado numero de iteracGes, ou quando a falta de ajuste for menor que um

determinado valor, por exemplo 1 x 10°°.

Como o modelo MCR-ALS pode encontrar uma infinidade de solugdes que
podem satisfazer as respostas para os valores da matriz D, é necessario impor algumas
restricbes as respostas encontradas para que as mesmas tenham significado fisico. As
restricbes mais utilizadas sdo: ndo-negatividade para espectros e concentragdes, e restricoes
de igualdade que alimentam o modelo com informagdes previamente conhecidas, como perfil
espectral de uma substancia pura, o que evita ambiguidade nos calculos dos perfis

recuperados®®.

2.4. Rotinas utilizadas.

As andlises por MCR-ALS foram realizadas utilizando a rotina ALS do
toolbox MCR_ALS disponibilizado pela Universidade de Barcelona pelo Prof. Roma Tauler.
As analises por iPLS foram realizadas utilizando o toolbox PLS_toolbox 6.2 da Eigenvector,
disponivel para MATLAB.
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3. Quantificacdo simultéanea de trés polimorfos de carbamazepina utilizando

espectroscopia Raman e analise multivariada.*

* Capitulo publicado: Farias, Marco Antonio dos Santos; Carneiro, Renato Lajarim. Simultaneous Quantification
of Three Polymorphic Forms of Carbamazepine Using Raman Spectroscopy and Multivariate
Calibration.Analytical Letters, v. 47, p. 1043-1051, 2014.

3.1. Introducéo e objetivos.

Muitos produtos farmacéuticos podem apresentar o fendémeno de
polimorfismo. Dentre as propriedades fisicas e quimicas influenciadas pelo fenémeno de
polimorfismo a taxa de solubilidade é a que tem chamado mais atencdo da inddstria
farmacéutica para o desenvolvimento de novas drogas’. A mudanca na taxa de dissolucdo
ocorre devido adiferenca de energia necessaria para dissolver diferentes cristais (diferente

energias relacionadas ao reticulo cristalino).

Carbamazepina € uma droga utilizada para tratamento de epilepsia, neuralgia
do trigémio® e transtorno bipolar®®. Seu consumo global é estimado em cerca de 1000
toneladas por ano™. Contudo a Carbamazepina apresenta um histérico de performance

irregular em sua aplicagéo.

Vaérios trabalhnos mostraram que o0s comprimidos de Carbamazepina
comercializados apresentam grande variabilidade na taxa de dissolu¢do, mesmo entre aqueles
de mesma marca®. Essa variabilidade pode ser explicada com base nos diferentes processos
de producdo entre as fabricas, levando a formacdo de diferentes formas cristalinas*. O
conhecimento acerca de transi¢cdes polimdrficas em produtos comercializados é de grande
importancia por conta das transformacdes que podem ocorrer durante o processo de producéo,
embalamento e estocagem’’. Existem varias formas polimérficas possiveis para
Carbamazepina. Getsoian et.al. sintetizaram cinco formas polimorficas utilizando cumeno
como solvente, preparando solugfes supersaturadas e controlando a precipitagdo dos cristais
por meio da temperatura’®. Dentre as possiveis formas polimérficas de Carbamazepina, a
hidratada é a que se forma com mais facilidade e a que causa mais problema na industria

farmacéutica. Geralmente as espécies hidratadas sdo menos sollveis que as espécies anidras*.

Considerando que as transformagdes polimorficas decorrentes do processo de
fabricagdo sdo dificeis de prevér e controlar, o desenvolvimento de métodos capazes de

detectar e controlar essas transformacGes sdo de grande importancia para a indudstria
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farmacéutica’®. A necessidade da indUstria farmacéutica em controlar o processo de produgao,
especialmente as transi¢cbes polimorficas, leva a implementacdo de técnicas analiticas que
fornegam resultados rapidamente. Dentre as técnicas utilizadas para realizar analises de
polimorfismo a espectroscopia Raman se encontra entre as mais importantes e estudadas. 1sso
se deve a sua aplicagdo em monitoramente in-line sem a necessidade de manipular a amostra,
ogue torna os resultados mais confiaveis, uma vez que ha possibilidade de ocorrer transicdo

polimérfica devido a manipulagdo™".

Polimorfos diferentes apresentam interacdes intermoleculares diferentes, logo a
distribuicdo da nuvem eletronica em dois polimorfos distintos apresentara padrdes de
espalhamentotnicos”™. Porém, existem alguns problemas na utilizacdo da espectroscopia
Raman para fins quantitativos. Um dos problemas é referente a capacidade de analise em
regibes muito pequenas, sendo assim, pode haver problemas de micro heterogeneidade’®,
outro problema envolve a variabilidade do sinal Raman em amostras com diferentes tamanhos

de particula’.

As formas polimorficas | e Il se transformam na forma diidratada quando
expostas ahumidade e essas transformagdes tem sido estudadas por espectroscopia Raman’®
8 Neste estudo utilizou-se espectroscopia Raman associada a anélise multivariada (iPLS)
para quantificar trés polimorfos de Carbamazepina usando um método de calibracdo rapido

baseado em um planejamento de misturas ternarias.

3.2. Materiais e métodos.

Carbamazepina (I11) (CBZ 1lI) grau USP foi gentilmente cedido por uma
compania farmacéutica local. A carbamazepina dihidratada(CBZ DH) foi preparada
adicionando agua ultrapura aforma Ill, até que a amostra estivesse completamente
imersa.Apds trés dias a amostra estava seca e a carbamazepina diidratada foi obtida. O
polimorfo | de carbamazepina (CBZ I)foi preparadocolocando-se uma amostra de polimorfo
Il na estufa a 170 °C por 2 horas. Os polimorfos de carbamazepina foram caracterizados por
difragdo de raio-x, calorimetria de varreduradiferencial e espectroscopia Raman. Para analise
de raio-x foi utilizado um difratdmetro Rigaku Dmax 2500PC, com fonte de Cobre
(comprimento de onda de 0,154 nm), voltagem de 40kV e corrente de emissdo de 40 mA. As

amostras foram analisadas entre 5° e 45° (20)a uma velocidade de 0,2° por minuto.
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Para calorimetria de varredura diferencial, foi utilizado um aparelho Shimadzu
DSC-60, com uma curva de aquecimento de 10°C min™ em atmosfera de Hélio e a faixa de

temperatura analisada foi de 30°C a 220°C.

Para as analises por espectroscopia Raman foi utilizado um espectrometro
B&W Tek i-Raman, modelo BWS 415-785H, com laser de comprimento de onda de 785nm e
resolucdo espectral de 3,5 cm™. Para a preparacio do modelo de regressdo multivariada
utilizou-se a faixa espectral que vai de 91 cm™ até 1708 cm™, com tempo de aquisicdo do
espectro de 20 segundos. A poténcia do laser foi ajustada para se obter a melhor relacéo sinal-
ruido para cada amostra e variou entre 32,5 mW até 97,5 mW. A variacdo na intensidade do
sinal Raman foi corrigido por meio de normalizacdo dos dados. Foi utilizada uma lente de 20x
no microscopio acoplado ao espectrometro Raman. Em cada amostra foram coletados 10
espectros em diferentes posicdes com o objetivo de minimizar o efeito da micro

heterogeneidade.

O procedimento de calibragdo foi implementado utilizando-se um
planejamento demisturas ternarias dos trés polimorfos. As quantidades de polimorfo utilizada
em cada amostra encontram-se descritas na Tabela 3- 1. Esse tipo planejamento permite que
uma curva de calibracdo multivariada com os trés polimorfos possa ser feita. O baixo nimero
de amostras para a calibracdo é justificado pelo fato de ndo haver qualquer interferente a ser
modelado. As amostras foram pesadas e em seguida homogeneizadas utilizando um vortex e
entdo foram prensadas utilizando um pastilhador de 13 mm, para que ndo ocorresse nenhuma
transicdo polimorfica. Nessa fase optou-se por fazer a prensagem sem o0 uso do mecanismo
hidraulico, a prensa foi feita de maneira manual. Para validar o0 modelo de calibragdo foram
preparadas mais cinco amostras, que possuiam concentracfes de polimorfos diferentes

daqueles pontos utilizados na curva de calibragéo.
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Tabela 3- 1: Massa em miligramas dos polimorfos nas amostras de calibracéo e validacdo. Em

parénteses a porcentagem em massa de cada polimorfo na amostra

Polimorfos
Amostras Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina
forma forma Ill dihidratada
Conjunto de 1 100 0 0
calibragdo 2 0 100 0
3 0 0 100
4 51 (48,6%) 54 (51,4%) 0
5 52 (49,5%) 0 53(50,5%)
6 0 51( 49%) 53 (51%)
7 66 (65,3%) 18(17,8%) 17 (16,9%)
8 18 (17,35%) 68 (65,3%) 18 (17,35%)
9 18 (17,6%) 17 (16,7 %) 67 (65,7%)
10 33 (33%) 34 (34%) 33 (33%)
1 10 (9,9%) 11(10,9%) 80 (79,2%)
Conjunto de 2 10(9,9%) 80(79,2%) 11(10,9%)
validacéo 3 80 (78,5%) 11 (10,75%) 11 (10,75%)
4 30 (29,4%) 31 (30,4%) 41 (40,2%)
5 20 (19,8%) 20 (19,8%) 61 (60,4%)

3.3. Resultados e discussao.
A Figura 3. 1a apresentaos resultados obtidos para as analises de difracdo de
raio-x (DRX) dos trés polimorfos de carbamazepina. Os resultados obtidos estdo de acordo
com os resultados presentes na literatura® e os picos presentes no difratograma apresentamos

mesmos padrdes, indicando que os polimorfos foram sintetizados corretamente.

DRX é a técnica mais utilizada para determinacdo de polimorfos®, contudo
essa técnica apresenta alguns problemas quando utilizada para quantificar polimorfismo. Se

pequenas particulas estiverem presentes na amostra os picos do difratograma se alargaréo e a
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quantificacdo de fase amorfa também € problematica devido ao fato de que esta fase nédo
apresenta padrdo de difracdo. Outro problema esta relacionado a orientacdo preferencial que
pode ocorrer nas amostras. A orientacdo preferencial é decorrente de um empacotamento
preferencial dos cristais de uma amostra, em uma determinada posi¢do, que faz com que
determinados angulos sejam mais ou menos difratados. 1sso altera as intensidades dos picos
no difratograma podendo, por vezes, até suprimi-los®™. Todos esses apontamentos podem

levar & erros de quantificacdo por DRX.

Os resultados do DSC, apresentados na Figura 3. 1b, mostram o perfil térmico
das trés formas polimorficas de carbamazepina. Mais uma vez comparando esses resultados
com os presentes na literatura, fica confirmado que os trés polimorfos de carbamazepina
(CBZ 1, CBZ 11l e CBZ DH) foram sintetizados corretamente. Muito embora o DSC seja uma
técnica extremamente importante para analise de polimorfos, a andlise de misturas de
polimorfos é mais dificil j& que durante as analises, com o aumento da temperatura, 0s
polimorfos sofrerdo transi¢des, podendo ocorrer a fusdo de algum deles e esta fase fundida
pode levar a solubilizacédo de toda amostra, ou ainda ocorrer a transi¢do de uma forma menos
estavel para uma forma mais estavel. Ambos acontecimentos levariam a conclusdes erradas
sobre polimorfismo na amostra®. Na Figura 3. 1b, a transformacéo do dihidrato para a forma
| e 111 é observada®, causando eventos térmicos ao redor de 70 e 80 °C. Na carbamazepina
forma Il1, dois picos, por volta de 160°C e 165°C indicam a transi¢do para a forma I. O
mesmo processo ocorre com a forma dihidratada por volta de 155°C. Na carbamazepina
dihidratada os dois grandes eventos térmicos entre 60 e 80°C estdo relacionados a energia

necesséria para liberacdo das duas moléculas de 4gua do reticula cristalino*® .
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Figura 3. 1: Caracterizacdo das trés formas polimérficas de Carbamazepina. (a) difratogramas
das andlises de raio-x (DRX) e (b) termogramas das analises de calorimetria diferencial

exploratéria (DSC). Figuras extraidas da referéncia®.
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A Figura 3. 2 mostra 0s espectros Raman para o0s trés polimorfos de
carbamezpina. Dentre a faixa espectral de 300 a 800 cm™ é possivel observar grupos de picos
que sdo diferentes entre si de polimorfo para polimorfo, o que confirma que 0s espectros
Raman sdo Unicos para cada polimorfo. Logo, com o uso das ferramentas quimiométricas

esses espectros podem ser facilmente diferenciados entre si.

A espectroscopia Raman pode coletar espectros de areas tdo pequenos quanto 1
um, dependendo da sonda utilizada. Essa caracteristica permite estudos de um Unico cristal no
estudo de polimorfismo de principio ativos. Porém essa mesma caracteristica, em
procedimentos quantitativos, pode levar a erros de quantificacdo por conta da micro
heterogeneidade’®®*®°. Uma alternativa é realizar uma média de 10 espectros da amostra e
utilizar esse “espectro médio” como o espectro representativo da amostra. Outro problema da
espectroscopia Raman envolve mudangas na intensidade do espalhamento, causados pela
diferencas de tamanho de particulas dos polimorfos®®. Por essa razdo os espectros foram
normalizados pela area para dar aos espectros 0 mesmo peso e manter a relagcdo entre 0s picos,

tanto nos espectros individuais como nos espectros médios™.
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Figura 3. 2: Espectros Raman para as trés formas polimdrficas de carbamazepina. Figura

extraida da referéncia®.
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As amostras foram preparadas de acordo com um planejamento ternario
descrito na parte de materiais e métodos. A regressdo multivariada do tipo iPLS foi construida
com 10 amostras de calibracdo e 5 amostras de validacdo, utilizando-se selecdo de variaveis.
Foram avaliados diferentes pré-tratamentos no conjunto de dados antes de construir o modelo
iPLS, como descrito na Tabela 3- 1. O numero de variaveis latentes escolhidas pelo modelo é
importante para obtencdo de informacdo relevante, uma vez que ao selecionar um ndmero
maior de variaveis do que o necessario ocorrera um sobreajuste do modelo, onde os erros de
calibracdo serdo pequenos mas os erros de predicdo ndo serdo da mesma magnitude,

demosntrando que os valores do modelo ndo correspondem a realidade®*®’.

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se 3 variaveis latentes, como

esperado, uma vez que o numero de polimorfos também é trés.

As amostras de validacdo foram testadas em sequéncia e os valores dos
parametros obtidos estdo descritos na Tabela 3- 2. As amostras de validacdo pertencem a uma
nova sintese de polimorfos, sendo assim o conjunto de calibracdo demonstra capacidade de

prevér novas sinteses, o que demonstra a robustez do modelo.

Os valores na Tabela 3- 2 demostraram valores de predicdo com erros
(RMSEP) de predigdo de 11,6% para os dihidratos de carbamazepina e erros entre 6 e 7%
para para os polimorfos I e Ill. Os erros de predigdo estdo muito proximos dos erros de
calibracdo por validacdo cruzada (RMSECV), demonstrando que o modelo ndo apresenta
sobreajuste. O polimorfo dihidratado é aquele que apresentou maior erro( 11,6%), mas ao se
observar a Figura 3. 3, item (c), vé-se que o valor foi influenciado por uma amostra andémala e
que todas as outras amostras apresentam residuos (diferenca entre o valor calculado pelo
modelo e o valor real do polimorfo na amostra) baixos O modelo de calibracdo construido
com apenas 10 amostras, baseado em um planejamento ternario, € um modelo capaz de
calcular as possiveis concentracfes de 3 polimorfos que podem surgir em uma linha de
producéo. Os valores reais comparados aos valores preditos estdo apresentadosna Figura 3.
3.Considerando que nesse conjunto de calibragdo cada amostra tem, no minimo, 10 mg para
cada polimorfo, o erro médio de predicdo(RMSEP) para os polimorfos | e 111 € da ordem de
0,6 e 0,7 mg, respectivamente, e de aproximadamente 1,2 mg para o dihidrato de

carbamazepina.
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Tabela 3- 2: Parametros analiticos e de calibracdo da regressdo PLS por selecdo de variaveis.

Polimorfos
Parametros Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina
forma | #°¢ forma 111 &4 dihidrato®®
RMSEC(%) 6,51 5,50 6,71
RMSECV (%) 7,99 8,60 9,89
RMSEP (%) 6,18 6,84 11.6
R’ 0,98 0,94 0,92

@ normalizado (area=1).

Pprimeira derivada (suavizacdo de ordem 4, janela de 15 pontos). Intervalos usados na calibragdo em cm™.
©392-486, 1253-1282, 1430-1457.

428-480, 893-940, 990-1036, 1085-1130, 1357—1400, 1654—1693.

¢392-462; 876-1004; 1654-1706.

A andlise dos erros de predicdo deve levar em conta a caracteristica da técnica
bem como 0 modo como a anélise foi feita. A espectroscopia Raman é constituida por um
microscopio que direciona o feixe do laser monocromatico a superficie da amostra.
Geralmente o laser possui uma é&rea de anélise de 1mm? e atinge uma profundidade de
alguns poucos décimos de milimetros, logo a informacéo coletada em cada espectro se refere
a um volume de amostra muito pequeno quando comparado ao tamanho da amostra como um
todo. A analise foi realizada coletando-se espectros Raman de 10 pontos distintos da
superficie da amostra e realizando-se uma média arimética desses espectros, que se tornou o
espectro representativo da amostra no conjunto de calibragéo.

Outra informacdo importante se refere a natureza da mudanga de sinal Raman
exibida nos espectros. Um polimorfo de uma molécula é apenas uma conformagéo
tridimensional, dessa mesma molécula, que pode ser assumida pelo cristal formado. Logo, a
espectroscopia Raman consegue diferenciar (obter um espectro diferente com bandas
diferentes) para uma mesma molécula com conformacgédo do cristal distinta, por vezes 0s
espectros podem ser bem diferentes entre si, da mesma maneira pode ser que a diferenca néo
seja muito acentuada. Dessa forma o erro obtido no modelo leva em consideracdo tanto a
pouca mudanca das bandas espectrais obtidas entre os diferentes polimorfos, como o

pequeno volume de amostra analisado frente ao volume total da amostra.
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Figura 3. 3: Valores reais vs valores preditos pelo modelo para os polimorfos de

carbamazepina: a) forma I, b) forma Ill, c) forma dihidratada.
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3.4. Conclusoes.

Com os problemas de biodisponibilidade de principios ativos causados por
polimorfismo, tanto a industria farmacéutica como as agéncias regulatérias precisam de
métodos analiticos capazes de analisar mistura de polimorfos. A espectroscopia Raman aliada
a métodos de analise multivariada, como PLS, tem demonstrado capacidade de atender a essa
necessidade. O modelo de calibracdo demonstrou resultados com erros de predi¢do baixos, da
ordem de 0,5 mg para 10 mg de um polimorfo presente na amostra. Em uma aplicacdo real, os
erros de predi¢do podem ser diminuidos utilizando um nimero maior de amostras e replicatas

para o conjunto de calibracgdo, atenuando o problema de micro heterogeneidade.

Os resultados de caracterizagdo por DSC demonstraram que essa técnica ndo é
adequada para fins quantitativos de misturas polimorficas, j& que transicdes podem ocorrer
durante a analise, sendo mascarada por outro evento térmico. Em analises de DRX a
intensidade do sinal do espectro de um polimorfo pode variar com o tamanho de particula da

amostra, portanto quantificacdo por DRX ndo é recomendada quando ha uma variabilidade no

tamanho de particula que pode ocorrer entre lotes distintos.
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4. Quantificacdo simultdnea de trés formas polimorficas de carbamazepina na

presenca de excipientes utilizando espectroscopia Raman.

* Capitulo publicado: Farias, Marco; Carneiro, Renato Lajarim. Simultaneous Quantification of Three
Polymorphic Forms of Carbamazepine in the Presence of Excipients Using Raman Spectroscopy.Molecules, v.
19, p. 14128-14138, 2014.

4.1. Introducéo

Como descrito no trabalho de Bauer et.al.®: “Polimorfismo é a habilidade de
um composto quimico existir em mais de uma forma cristalina com diferentes parametros
unitarios de célula”. O principio ativo de uma formulacéo pode existir em diferentes formas
polimorficas as quais apresentardo diferencas em algumas propriedades como ponto de fusao,
reatividade quimica, solubilidade aparente, taxa de dissolucdo, entre outras™”. O
reconhecimento da industria farmacéutica sobre a importancia do polimorfismo iniciou-se em
1969 quando Walter McCrone publicou uma reviséo intitulada pharmaceutical application of
Polymorphism®. Porém a transicdo polimérfica ocorrida no produto comercial conhecido
como Norvir (ritonavir) foi o ponto culminante que chamou a atencdo da indudstria
farmacéutica e das agéncias reguladoras para o tema, obrigando-os a rever os procedimentos

de controle de qualidade utilizados até o momento®’.

A maioria dos farmacos éformulado e administrados em estado sélido?, como
comprimidos ou capsulas. Uma grande variedade de tais fArmacos pode apresentar transicdes
polimorficas, afetando a qualidade do farmaco comercializado, especialmente quando a taxa

de dissolucdo é afetada®.

Dentre os produtos que apresentam problemas com transi¢des polimdrficas, 0s
que contém carbamazepina estdo entreos mais problematicos, apresentando histérico de
perfomance irregular e falha na aplicacdo clinica*®#**, Um estudo conduzido por Meyer et.
al.*® demonstrou que a variabilidade na taxa de dissolucdo dos comprimidos de
carbamazepina é bem alta, mesmo em produtos da mesma marca. De acordo com o BCS¥ a
carbamazepina esta classificada no grupo 2 o que significa que a mesma apresenta baixa
solubilidade em agua e alta permeabilidade em tecidos humanos. Dessa forma, a absorcdo da
carbamazepina € determinada pela taxa de dissolucédo dessa no organismoe qualquer possivel
transicdo polimorfica pode afetar a sua solubilidade significamente. Um estudo de Kobayashi
et.al.** demonstrou que a taxa de dissolucdo da carbamazepina forma I e dihidratada é menor

do que a taxa de dissolucdo da carbamazepina forma Ill. O mesmo estudo demonstra que a



52
Capitulo 4- Quantificacdo simultanea de trés formas polimérficas de carbamazepina na presenca de excipientes

utilizando espectroscopia Raman.

carbamazepina forma Ill (comercializada em comprimidos) pode se converter para a forma
dihidratada em 2 semanas sob as condi¢des de 40°C e uma atmosfera com 98% de humidade
relativa. Tais informacdes revelam uma necessidade de se saber quais polimorfos se

encontram nos comprimidos de carbamazepina.

O guia para polimorfismo em farmacos da FDA? indica algumas técnicas
analiticas para determinar polimorfismo em farmacos e uma reviso feita por Chieng et.al.*
revela que pelo menos duas técnicas analiticas de estado sélido foram utilizadas para
determinacdo de polimorfismo, mas geralmente sdo utilizados quatro técnicas. Dentre as
técnicas utilizadas para determinacdo de polimorfismo a difracdo de raio-x (DRX) é a mais
utilizada.Porém, a DRX apresenta alguns problemas quando utilizada para fins quantitativos
de mistura de polimorfos. Um dos problemas é referente a distribuicdo do tamanho de
particula (cristalinidade) da amostra, se o tamanho das particulas € muito pequeno ocorrera
um alargamento dos picos e um decréscimo do sinal do difratograma e essa caracteristica da
técnica é indesejavel para fins de quantificacdo. Em algumas ocasifes € importante que um
determinado principio tenha um tamanho de particula tdo pequeno quanto possivel, pois dessa
forma pode-se aumentar a taxa de dissolu¢do de um principio ativo pouco soltvel, ja que a
area superficial da particula sera aumentada. Sendo assim a DRX pode ser uma técnica
impropria para esse tipo de aplicacdo, muito embora a DRX tenha sido utilizada para
determinacéo de misturas de polimorfos®. Em formulagées comercializadas (comprimidos) o
principio ativo é misturado aos seus excipientes e sofre uma compressdo em moldes para
chegar ao seu formato final. Os excipientes também possuem habitos cristalinos diferentes
com tamanhos de particulas diferentes, que produzird um difratograma muito complexo,
apresentando diversos picos, diminuindo a capacidade da técnica em ser sensivel frente ao
sinal do principio ativo. Além desses problemas anteriormente descritos ha ainda a questdo da
orientacdo preferencial®.

Outra técnica analitica para determinacdo de polimorfos € a calorimetria
diferencial exploratoria (DSC) que monitora 0s eventos térmicos devidos as transices
polimorficas. Essa técnica é utilizada para caracterizacdo de polimorfos porque no decorrer de
transicbes polimdrficas é possivel quantificar quanta energia é necessaria para que tal
transicdo ocorra e dessa forma determinar a estabilidade térmica dos polimorfos. Contudo,
quando na amostra analisada ha mistura de polimorfos, as transicbes que ocorrem em um

polimorfo podem induzir uma transi¢éo no outro polimorfo, podendo ocorrer até mesmo uma
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fusdo que solubilizaria toda a amostra, mascarando totalmente os eventos térmicos

decorrentes das transicoes polimérficas®**.

Técnicas espectroscopicas como infravermelho (IR), Raman e ressonancia
magnética nuclear em estado sélido (ssSNMR, do inglés solid state nuclear magnetic
resonance), tem apresentados resultados muito relevantes na analise de caracteristicas fisicas
de substancias. Como ja discutido por Bugay et.al.*® a escolha da técnica analitica utilizada
para quantificacdo dependera de suas limitacdes que em sua maioria esta associado ao preparo
de amostras. IR com Reflectancia total atenuada (ATR) é uma das técnicas analiticas para
estado solido que quase nédo precisa de preparo de amostra, ja que € necessario apenas colocar
a amostra em contato com o cristal do ATR. Porém, essa analise coleta apenas espectros da
superficie do material, o feixe de radiacdo infravermelha ndo penetra mais que 10 pm na
amostra. Outro problema na utilizacdo de IR para analise de formulagfes comercializadas esta
na propria regra de selecdo da técnica. Excipientes geralmente apresentam forte absorcdo em
espectroscopia IR devido apresenca de ligacdes com forte momento de dipolo. Por outro lado,
na espectroscopia Raman, os principios ativos possuem sinal mais intenso que o0s excipientes,
caracteristica essencial j& que, na maioria das vezes, os comprimidos possuem maior
quantidade de excipientes do que principio ativo. A espectroscopia Raman nédo é sensivel a
ligacBes quimicas com forte momento de dipolo, como na maioria dos excipientes e agua,
mas é altamente sensivel a duplas ligacGes conjugadas, anéis aromaticos e outras estruturas

presentes nos principios ativos.

Contudo a espectroscopia Raman também apresenta suas limitacOes: a
intensidade de sinal pode ser influenciada pelo tamanho de particula” e amostras que
contenham alguma coloragdo podem se aquecer ao entrar em contato com o feixe de laser,
produzindo um espectro de baixa qualidade devido ao fundo de radiacdo térmica, podendo
gueimar a amostra, ou induzir uma transi¢cdo polimorfica in loco. Por fim, como a sonda
coleta espectros de uma area muito pequena, a micro heterogeneidade pode ser um problema
nas analises.No entanto, alguns procedimentos podem minimizar esse problema, como a
obtencdo de varios espectros que serdo utilizados para o célculo de uma média, representada
por um espectro. Outro problema esta no tamanho dos cristais obtidos na sintese dos
polimorfos, alguns cristais podem ser maiores que outros e uma homogeneizacdo dos
tamanhos pode ocorrer por meio do uso de almofariz e pistilo, tal procedimeto somente pode

ser empregado quando néo ocorre transi¢do polimdrfica.
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Estudos anteriores demosntraram ser possivel a determinacdo simultanea de
trés polimorfos de carbamazepina em produtos puros utilizando espectroscopia Raman®®,
Contudo, mesmo utilizando o polimorfo Il de carbamazepina para producdo dos
comprimidos a transi¢do polimorfica pode ocorrer durante a manipulagéo realizada na linha
de producdo, e entdo € necessario realizar analise ao final do processo de producdo para
avaliar se ocorreu alguma transicdo em processo. Tal transicdo é ainda mais provavel de
ocorrer no processo de granulacdo Umida, onde agua € adicionada ao processo para a
formagdo dos granulos e essa mistura é colocada em um leito fluidizado, onde ocorrerd a
secagem seguido do processo Kiln drying, onde a umidade é retirada por troca de calor por
meio de correntes de ar quente. Neste caso a formacéo do hidrato pode ocorrer pela adi¢édo de
agua ao processo e o polimorfo I pode ocorrer devido a troca de calor com as correntes de ar
quente. Ademais, mesmo quando o processo via Umida ndo ocorre, utilizando-se o processo
por compresséo direta, as transi¢des polimorficas podem ocorrer por conta da transferéncia de

umidade entre excipientes e principio ativo.

Nesse estudo foi utilizado espectroscopia Raman como técnica analitica para
quantificacdo de trés polimorfos de carbamazepina (I, 1l e dihidratada) na presenca de
excipientes em comprimido feitos em laboratdrio. Para quantificagdo foi utilizado PLS como
modelo de calibragdo multivariada. Em cada comprimido h& apenas 16,67% de
carbamazepina em massa, sendo o0 restante do comprimido de excipientes (celulose
microcristalina, croscamelose sodica, estearato de magnésio, didxido de silicio coloidal), cada
comprimido continha 50 mg de carbamazepina.

4.2. Materiais e métodos.

4.2.1.Sintese dos polimorfos.

O polimorfo 1l (CBZIIl) foi gentilmente cedido por uma companhia
farmacéutica local. O polimorfo | foi preparado pesando-se 1g de CBZ Ill e deixando-0 na
estufa por 2 horas a 170 °C. A forma dihidratada (CBZ DH) foi preparada pesando-se 1g de
CBZ llle adicionando agua ultrapura a essa amostra até que estivesse totalmente submersa,
seguida por secagem a temperatura ambiente por 3 dias.
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4.2.2.Caracterizacdo dos polimorfos.

Os trés polimorfos de carbamazepina foram caracterizados por, DRX e DSC. o
difratbmetro de raio-x foi um Rigaku Dmax 2500PC (Tdquio, Japdo) com fonte de Cobre
(comprimento de onda de 0,154 nm) com voltagem de 40 kV e corrente de emisséo de 40 mA.
As amostras foram analisadas na faixa de 5° até 45° (20) com velocidade de varredura de 0,2°
min™. Para as analises térmicas foi utilizado um aparelho Shimadzu DSC-60 (kyoto, Jap&o),
com uma rampa de aquecimento de 10°C min™ em atmosfera de Hélio e faixa de temperatura
de 30°C até 220°C. Para as analises com espectroscopia Raman utilizou-se um aparelho B&W
Tek i-Raman modelo BWS 415-785H (Newark, New Jersey, USA) acoplado a um
microscopio BAC151, com fonte de laser de 785 nm, resolucdo espectral de 3,5 cm™, faixa
espectral de 52-1708 cm™, tempo de aquisicdo de 30 segundos, poténcia de laser de 31,6 mW

e lente objetiva de 20x.

4.2.3.Preparacao dos comprimidos.

Para preparacdo dos comprimidos foi necessario buscar informacdes a respeito
dos excipientes comumente utilizados nas formulacdes. Para isso consultou-se um grupo de
bulas de comprimidos de carbamazepina. Os quatro excipientes mais utlizados sdo: celulose
microcristalina, croscamelose sodica, dioxido de silicio coloidal e estearato de magnésio. As
proporcdes utilizadas nos comprimidos ndo sdo mencionadas nas bulas.Portanto foi
necessario consultar o Handbook of pharmaceutical excipientes® para encontrar as
proporcdes dos excipientes aceitas em uma formulacdo. Nesse trabalho 16,67% em massa de
carbamazepina (mistura dos polimorfos) foi utilizada em cada comprimido e os 83,33%
restantes foram de excipientes distribuidos na seguinte razdo: celulose microcristalina
(74,17%), croscamelose sodica (4,17%), dioxido de silicio coloidal (0,83%) e estearato de
magnésio (4,17%). Cada comprimido constituido por um total de 300 mg, sendo 50 mg de

carbamazepina e 250 mg de excipientes.

A mistura de polimorfos foi adicionada em cada comprimido de acordo com um
planejamento ternario, totalizando 10 amostras de calibracdo e outras 5 amostas de validacéo
de acordo com a Tabela 4- 1.0 namero relativamente baixo de amostras se deve ao fato de
que existe somente trés fontes de variacdo entre as amostras, que sdo os trés polimorfos, ja

que a concentracdo de excipientes é constante em todas amostras.
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As amostras foram homogeneizadas utilizando um almofariz, pressionadas com o

auxilio de um pastilhador de 13 mm, com pressao de 1 tonelada.

Tabela 4- 1: Massa em miligramas dos polimorfos de carbamazepina em mg, para as amostras

de calibracdo e validacdo. Em parénteses a porcentagem em massa de cada polimorfo na

amostra.

Polimorfos de carbamazepina

Amostras CBZ | CBZ Il CBZDH
1 49,4 0 0
2 0 50 0
3 0 0 50,8
Conjunto de 4 25,3 (50%) 25,2 (50%) 0
calibraco. 5 25,2 (50,5%) 0 24,7 (49,5%)
6 0 25,1 (50,2%) 24,9 (49,8%)
7 34,3 (67,8%) 8,1 (16,1%) 8,2 (16,1%)
8 7,9(15,6%) 34,3 (68%) 8,3 (16,4)
9 8,2 (16,4%) 8,0 (16%) 33,9 (67,6%)
10 16,4 (33,5%) 16,2 (33%) 16,4 (33,5%)
1 40,2 (79,8%) 5,2 (10,3%) 5,0 (9,9%)
_ 2 5,1 (10,2%) 40 (79,8%) 5,0 (10%)
Conjunto de
_ 3 5,1 (10,15%) 5,1 (10,15%) 40 (79,7%)
validacao.
4 30 (59,2%) 10,6 (20,9%) 10,1 (19,9%)
5 10,2 (20,5%) 29,8 (59,8%) 9,8 (19,7%)

4.3. Aquisicdo e tratamento dos dados.

Foram adquiridos 10 espectros Raman de cada amostra em diferentes pontos da
superficie do comprimido. Esses espectros foram utlizados para calcular um espectro médio,
apos normalizacdo individual, representativo da amostra. Esse procedimento € necessario para
minimizar os problemas relacionados a micro heterogeneidade da amostra devido ao pequeno

tamanho de area sensibilizada pelo laser.
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O espectro médio de cada amostra foi normalizado e derivado (primeira derivada). Os
espectros médios das amostras de calibracdo foram utilizados para construir um modelo de
regressao e 0s espectros médios das amostras de validacdo foram utilizados para testar o

poder de predi¢cdo do modelo de regresséo.

4.4. Resultados e discussao.

Inicialmente os polimorfos de carbamazepina foram caracterizados por DRX e
DSC™. As informacdes contidas nas analises confirmam que os polimorfos foram sintetizados
corretamente**®*. Depois da confirmacdo dos polimorfos oscomprimidos foram preparados e
as andlises por espectroscopia Raman foram feitas. Em seguida foram utilizadas duas
ferramentas de pré-tratamento dos dados:primeiramente os dados foram normalizados e
posteriormente foi feita a primeira derivado dos espectros normalizados. Quando os dados sao
normalizados retira-se a influéncia das oscilagdes de intensidade de sinal que podem ocorrer
nas analises. Ja derivacdo dos espectros (primeira derivada) melhora a qualidade do conjunto
de dados pois nesse processo um pico da surgimento a dois picos, ou seja, a derivada de uma
determinada banda espectral faz com que a banda de origem a duas bandas, uma com valores
positivos e outra com valores negativos; o que auxilia na identificacdo (diferenciacdo) de
picos muito proximos,deixando o conjunto de calibracdo com melhor de qualidade®. Um
modelo de regressdo do tipo iPLS foi construido. Nesse tipo de modelo de regressdo apenas
os intervalos de variaveis maisdiscriminativos, com maior variancia, sao utilizados. Esse tipo
de abordagem ¢é muito valiosapois elimina variaveis ndo lineares, ruidos, e variaveis que nao

estdo relacionadas adiscriminacdo dos polimorfos.

A Figura 4. lapresenta o RMSECV de cada modelo por variaveis latentes. E
possivel notar que apOs a terceira variavel latente os erros apresentam comportamento
aleatdrio e que o erro minimo se apresenta com 3 variaveis latentes (99,59% da variancia total

dos dados). Logo utilizou-se trés variaveis latentes para construcdo do modelo de calibracéo.
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Figura 4. 1:RMSECV (%) por variaveis latentes para cada modelo.

Vale a pena enfatizar que a escolha de trés variaveis latentes pelo modelo de
calibracdo jadera esperado, uma vez que as variacGes espectrais ocorrerdo por conta da
variacdo da concentracdo dos polimorfos nas amostas, 0s excipientes ndo mudam sua

composicao e possuem concentracdo constante.

A Figura 4. 2 mostra os espectros Raman dos comprimidos para os polimorfos
puros, onde é possivel observar que os mesmos apresentam padrfes préprios, demonstrando
que cada uma das amostras puras CBZ I, CBZ Ill e CBZ DH, possuiespectros diferentes.
Porém, isso ndo implica que o modelo de iPLS ird escolher exatamente intervalos onde a
diferenca é perceptivel. A quantificagdo utilizando iPLS é possivel por causa do padrdo Unico
de cada espectro e porque a variagdo entre os espectros médios dos comprimidos esta

diretamente relacionada amudanca na proporc¢éo dos polimorfos em cada comprimido.

A Figura 4. 3mostra a correlacdo entre os valores de concentragdo real e 0s
valores de concentracdo preditos pelo modelo, calculado por iPLS, para os trés polimorfos. O
coeficiente de determinacdo (R?) para o modelo de calibracdo dos polimorfos esta presente na
Tabela 4- 2, onde também estdo presentes os valores para erros de validacdo cruzada
(RMSECV) e erro de predicdo para amostras de validacdo (RMSEP).
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Figura 4. 2: Espectro Raman de amostras de polimorfos puros. Em azul os intervalos
selecionados pelo modelo iPLS em cm™, 160 a 244; 572 a726 e 1021 a 1162.

CBZ | apresenta o maior erro de predicdo (RMSEP) dentre os polimorfos, o
valor é de 9,49%, como pode ser visto na Tabela 4- 2 os valores de RMSECV e RMSEP séo
proximos entre si, demonstrando que o modelo de regressdo é capaz de prevér novas
amostras. Os valores de R? mostram que os valores residuais do modelo sdo muito pequenos,
0 que significa que os valores preditos pelo modelo sdo muito proximos dos valores reais,

logo 0 modelo tem boa capacidade de predigéo.

Tabela 4- 2: Parametros para o modelo de iPLS para espectroscopia Raman (% massa/massa).

Polimorfos
Parametros CBZ 1 CBZ Il CBZ DH
RMSEC 3.38 (0.56) 2.30 (0.38) 3.02 (0.50)
RMSECV 5.19 (0.86) 3.49 (0.58) 4.82 (0.80)
RMSEP 9.49 (1.58) 6.27 (1.04) 1.34 (0.22)
R 0.965 0.994 0.999

Notas: intervalos utilizados no modelo: [160-244, 572-726 e 1021-1162] cm—1; Pre-tratamento: Normalizado pela area, 1*
derivada; Erros considerando a massa do polimorfo relacioanado a massa total de carbamazepina; Em parenteses 0s erros
considerando a massa do polimorfo relacionado a massa total do comprimido.

Os valores de erro de predicdo (RMSECV) para a CBZ | (9,49%) e para CBZ
I11 (6,27%) foram maiores do que os valores para CBZ DH (1,34%), como descrito na Tabela
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4- 2. Tal diferenca foi causada por conta do alto valor de predi¢do de uma Unica amostra do
modelo: a primeira amostra de validacdo para CBZ | e a ultima amostra de validacdo para
CBZ 11l. A amostra pode ser vista na Figura 4. 3 (no meio e a direita). Contudo o erro poderia
ser diminuido se mais espectros fossem obtidos da amostra (nesse trabalho foram obtidos 10
espectros por amostra, sobre os quais se calculou a média aritmética, dando origem a um
espectro médio, representante da amostra). Complementando, o problema do alto valor de

predicdo pode ter ocorrido devido a falta de homogeneidade dos polimorfos nestas amostras.
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Figura 4. 3: Valores reais x valores preditos para CBZ DH (esquerda), CBZ | (meio) e CBZ
Il (direita). Os valores em porcentagem consideram a massa do polimorfo relacionado a

massa total de carbamazepina. (-) amostras de calibragdo; (+) amostras de validacgéo.

Nesses comprimidos, produzidos em laboratério, a concentracdo total de
carbamazepina foi de 16,67% (50 mg de carbamazepina para 250 mg de excipientes), portanto
se toda a massa do comprimido for considerada o maior valor de erro de predi¢cdo (CBZ 1)
sera de 1,58%. Logo, na presenca de excipientes para um comprimido de 50 mg de
carbamazepina, seria possivel prever a concentracdo desse polimorfo especifico (CBZ I) com
um erro de aproximadamente 2%, lembrando que este € o maior valor de erro de predicdo

para 0 modelo.

4.5. Conclusdes.
A espectroscopia Raman associada acalibracdo multivariada gerou baixos erros
de predicdo para os trés polimorfos de carbamazepina na presenca de seus excipientes mais
comuns, com valores de erro de predicdo por volta de 2% relacionado a massa total do

comprimido. Considerando que os comprimidos de carbamazepina podem ter uma formulagédo
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proxima aquela utilizada nestre trabalho, pode-se dizer que a abordagem feita para a
determinacdo de polimorfismo em produtos comercializados pode ser bem atrativa para a
industria farmacéutica, bem como para as agéncias regulatorias, uma vez que os resultados
obtidos possuem bom limite de deteccdo, baixo erro de predigdo e o aparelho utilizado pode
ser portétil. Especificamene para o caso dos comprimidos de carbamazepina onde as relaces
entre principio ativo e excipientes podem ser maiores (existem comprimidos com 100mg ou

mais de carbamazepina), 0 modelo poderia obter resultados ainda melhores.



CAPITULO 5- MONITORAMENTO DA
FORMACAO DO MONOHIDRATO DE
EZETIMIBA, PROMOVIDO PELA UMIDADE
DOS EXCIPIENTES, POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA RAMAN E
FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS.



63
Capitulo 5- Monitoramento da formagdo do monohidrato de Ezetimiba, promovido pela umidade dos
excipientes, por meio de espectroscopia Raman e ferramentas quimiométricas.

5. Monitoramento da formacdo do monohidrato de Ezetimiba, apés embalamento,
causado pela umidade dos excipientes, por meio de espectroscopia Raman e

ferramentas quimiometricas.

* Capitulo submetido para publicacdo (na ocasido da defesa): Marco Antdnio dos Santos Farias, Frederico Luis
Felipe Soares, Renato Lajarim Carneiro. Crystalline phase transition of ezetimibe in final product, after packing,
promoted by the humidity of excipients: monitoring and quantification by Raman spectroscopy.Journal of
Pharmaceutical and biopharmaceutical analysis.Under evaluation.

5.1. Introducéo e objetivos.

A mudanca na forma cristalina de um principio ativo é um fenémeno de grande
importancia devido as possibilidades de tais mudancas alterarem as propriedades fisicas e
quimicas dos principios ativos, tais como: ponto de fusdo, solubilidade aparente, densidade,
entre outras”. Contudo, para as industrias farmacéuticas, o que causa maior preocupagéo nas
conversdes de formas cristalinas é quando esta afeta a taxa de dissolugdo. A solubilidade final
de um principio ativo ndo € alterada por conta de polimorfismo, porém a taxa de solubilidade
pode ser alterada. Essa propriedade é determinante para o sucesso do tratamento clinico por
uso do farmaco, uma vez que o farmaco possue um tempo de residéncia no organismo antes

de ser eliminado.

Os hidratos geralmente possuem taxas de dissolucdo menores do que 0s
respectivos anidros® e se tornaram um dos maiores problemas da inddstria farmacéutica®™®’.
Logo se faz necessario um meétodo preciso para o monitoramento de diferentes transicdes
polimérficas que podem surgir durante o manuseio ou producdo do principio ativo. O
surgimento de hidratos depende das condigdes de estocagem, producdo do comprimido® e

obviamente da tendéncia da molécula em formar hidratos*.

A ezetimiba se encontra na classe dos principios ativos que servem como
hipolipemiantes (diminui a absorcdo de lipideos) utilizados para controlar os niveis de
colesterol no organismo. Esta na classe Il de acordo com o sistema BCS, isto significa que
esse principio ativo possui baixa solubilidade em agua e alta permeabilidade em tecidos
humanos®®. Podem ser encontrados na literatura alguns estudos que tem por objetivo
aumentar a solubilidade da ezetimiba no produto comercializado*’**®. Como a maioria dos
principios ativos que apresentam uma forma hidratada, o hidrato de ezetimiba também possui

uma menor taxa de dissolucdo em solucéo aquosa™®.
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Esse principio ativo foi aprovado para o tratamento de hipercolestorolemia em
2002 e desde entdo tem sido vendido com o nome comercial de Zetia® produzido pela
companhia Merck e Ezetrol® da companhia Scheringh- Plough. A ezetimiba é geralmente
administrada com outro medicamento, dependendo da necessidade do tratamento e das
limitaces do paciente. Apesar do tempo que a ezetimiba vem sendo comercializada, estudos

sobre as formas cristalinas do principio ativo ainda sdo poucos na literatura*’**.

Existem muitas técnicas analiticas sugeridas pela agéncias regulatérias para
analise das formas cristalinas dos principios ativos. As principais técnicas utilizadas sao:
DRX, as técnicas espectroscopicas IR e Raman, as analises térmicas como DSC e analise
termogravimétrica (TGA do inglés thermogravimetric analysis), que sdo utilizados para
analises de hidratos e solvatos, entre outras técnicas®. A combinacao dessas técnicas pode ser
utilizada para caracterizar e quantificar polimorfos. Geralmente as técnicas espectroscépicas,
como Raman e IR, precisam ser associadas a técnicas quimiométricas para possibilitar o
monitoramento de possiveis mudancas de formas cristalinas e quantificar as misturas

polimérficas que podem surgir®* %1%

A resolucdo multivariada de curvas por quadrados minimos alternados (MCR-
ALS) é uma ferramenta quimiométrica que permite 0 monitoramento de transicGes
polimérficas de principios ativos quando associada a técnicas espectroscopicas'™®. Por
definicdo o MCR-ALS é um método de resolugdo bilinear que decompde os dados de uma
matriz original (Matriz D que contém o0s espectros das amostras) em duas outras matrizes,
uma matriz C que contém os perfis de concentracdo dos n componentes presentes na amostra,
recuperados pelo modelo, e uma matriz S que contém os perfis espectrais dos componentes
relacionados amatriz C*'. Essa ferramenta quimiométrica é muito importante devido a sua
capacidade de ser utilizada em associagdo com técnicas espectroscopicas para monitoramento
in line de processos industriais™. Soares et. al®.utilizaram MCR-ALS associada
aespectroscopia Raman para monitoramento in line da sintese do cocristal de ibuprofeno-

nicotinamida.

Outra ferramenta quimiométrica extensivamente utilizada é a regressdo por
quadrados minimos parciais (PLS), que torna possivel a construgdo de modelos de regresséo
multivariada para quantificacdo de cada forma cristalina (ou fase amorfa) presente em um

|98

produto final®™.PLS é uma das ferramentas quimiométricas mais utilizadas e sua aplicacdo

incluio uso de dados espectroscépicos de NIR, IR e Raman®. A espectroscopia Raman é uma
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técnica excelente para andlise de com produtos farmacéuticos em estado sélido, ja que a
maioria dos excipientes possui sinal Raman pouco intenso enquanto que 0s principios ativos
apresentam boa intensidade de sinal®. Além do mais, cada polimorfo ou solvatomorfo
apresenta espectro caracteristico, o que é essencial para fins de caracterizacdo e
quantificagé01°4. Portanto a espectroscopia Raman associada aferramenta quimiométrica PLS
é uma excelente estratégiapara quantificar as formas cristalinas de um principio ativo presente

em uma formulagéo®.

Nesse trabalho realizou-se um monitoramento da hidratagdo da ezetimiba em
duas condic¢6es: usando o principio ativo puro e em condi¢bes ambientes (25°C e umidade
relativa de 75%) e em seguida o estudo da hidratacdo da ezetimiba promovido pelos
excipientes em uma formulagdo. Os estudos foram conduzidos pelo monitoramento do
processo de hidratacdo utilizando espectroscopia Raman, seguido da quantificagdo das
estruturas cristalinas (anidra e hidratada) por meio das ferramentas quimiométricas PLS e
MCR-ALS.

5.2. Materias e métodos.

5.2.1.Reagentes.
Todos os reagentes utilizados nesse trabalho: Ezetimiba, croscamelose sddica,
lactose monohidratada, povidona e laurilsulfato de sodio foram gentilmente cedidos por uma

industria farmacéutica e foram utilizados da maneira como foram recebidos.

5.2.2.Sintese da EZT-H.
A ezetimiba hidratada (EZT-H) foi sintetizada utilizando a ezetimiba anidra
(EZT-An) como precursor. A sintese consiste em deixar a EZT-An em atmosfera com
humidade saturada por uma semana. Essa atmosfera foi preparada com o auxilio de dois
recipientes de vidro: uma placa de Petri e um becker. Uma quantidade de aproximadamente
200 mg de EZT-An foi alocada na placa de Petri. Em outra placa de Petri foi adicionado agua

e as duas placas de Petri foram alocadas embaixo do becker de vidro para isolamento.
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5.2.3. Caracterizacdo da EZT-H, EZT-An e dos excipientes.

EZT-An e EZT-H foram caracterizados por difracdo de Raio-X (DRX),
analises termogravimétricas (TGA). As analises de DRX foram feitas utilizando um
difratdbmetro Rigaku Dmax 2500PC, com fonte de Cobre (comprimento de onda de 0,154
nm), voltagem de 40kV e corrente de emisséo de 40 mA. As amostras foram analisadas entre

5° e 45° (20) a uma velocidade de 0,2° por minuto.

As analises termogravimétricas foram feitas utilizando um aparelho de
termogravimetria Tarsus 209 F3 (NETZSCH-Geratebau GmbH, Selb, Alemanha) sob
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 40 ml.min™*, com rampa de aquecimento de 10°C min™
e faixa de temperatura de 45°C a 120°C. Nas andlises foram utilizados cadinhos de platina e

aproximadamente 5,0 mg de amostra.

Para as analises com espectroscopia Raman utilizou-se um espectrometroB&W Tek i-
Raman modelo BWS 415-785H (Newark, New Jersey, USA) acoplado a um microscépio
BAC151, com fonte de laser de 785 nm, resolucdo espectral de 3,5 cm™, tempo de aquisicdo

de 30 segundos, poténcia de laser de 31,6 mW e lente objetica de 20x.

A umidade dos excipientes foi medida utilizando um analisador de humidade da
Shimadzu MOC63u (Toquio, Japdo). Todas as andlises foram realizadas utilizando
aproximadamente 1,0 g de amostra e foram deixadas a uma temperatura de 120°C por uma

hora.

5.2.4. Monitoramento da EZT-An pura por espectroscopia Raman e MCR-ALS.
A hidratacdo da ezetimiba anidra (EZT-An) foi feita de duas maneiras: no
principio ativo puro em condi¢Ges ambiente (temperatura de 23°C e umidade relativa de 75%)

e em um comprimido embalado a vacuo na presenca de excipientes.

Para monitorar a transicdo da EZT-An pura, uma pequena quantidade de EZT-
An foi colocada em uma placa de Petri nas condigdes ambientes e entdo foram coletados
espectros acada minuto durante 50 minutos. Os espectros adquiridos foram organizados em
uma matriz de 50 linhas (espectros) por 991 colunas (Raman shift) correspondentes ao
deslocamentos Raman de 204-1774 cm™. Foi utilizada correcdo da linha de base e
normalizacdo do espectro pela area, onde o espectro é dividido pela area total do espectro
(dado pela soma do espalhamento de todas variaveis). A ferramenta quimiométrica MCR-
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ALS foi utilizada para deconvoluir os sinais sobrepostos das diferentes formas cristalinas.
Para tanto foi utilizada a rotina ALS presente no pacote MCR-ALS toolbox'®. Para
determinar o nimero de variaveis latentes necessarias para 0 modelo foi utilizada a rotina
SVD do Matlab®. O MCR-ALS foi utilizado com duas componentes e a ndo-negatividade na

concentragdo como Unica restricdo ao modelo.

5.2.5. Monitoramento da hidratacdo da EZT-An promovida pela humidade dos
excipientes por meio de espectroscopia Raman e PLS.

Com o obejtivo de avaliar se a umidade dos excipientes poderia promover uma
transicdo cristalina do principio ativo, um comprimido “teste” contendo os excipientes e EZT-
An foi preparado e embalado a vacuo.A porcentagem de cada excipiente usada para produzir
o comprimido “teste” e “padrdo” esta na Tabela 5- 1 A formulacdo empregada é dada na
primeira coluna daTabela 5- 1, adicionando 10 mg de EZT-An para o comprimido “teste”.
Para preparar os comprimidos feitos em laboratério foi consultado uma bula do farmaco
Zetia® para saber os excipientes utilizados na formulacdo. Como as propor¢cfes dos
excipientes ndo sdo descritas na bula, estimou-se a concentragdo dos mesmos consultando o
Handbook de excipientes®. O objetivo ndo eraproduzir comprimidos com a mesma
composicdo de excipientes do Zetia®, mas verificar se esses excipientes podem promover
uma transicdo cristalina da ezetimiba por transferéncia da agua presente nos excipientes. Os
espectros Raman dos comprimidos foram coletados em tempo diferentes, através da
embalagem, em 0, 2, 6, 12 e 24 horas depois da preparagio do comprimido “teste”. A
quantidade de EZT-An e EZT-H foi quantificada usando um modelo de calibracdo
multivariada construido com diferentes proporcdes de EZT-H e EZT-An na presenca dos
excipientes (comprimidos padrdo). Como o objetivo era construir um modelo para quantificar
as formas cristalinas do principio ativo, a composi¢do dos excipientes foi constante em todos
os comprimidos de calibragdo e validagéo.

Cada comprimido “padrdo” pesa aproximadamente 100 mg, sendo 90 mg de
excipientes (composicdo constante) e 10 mg de principio ativo. Os 10 mg do API eram
constituidos de uma mistrua binaria de EZT-An e EZT-H, com intervalos de 1 mg para cada
componente, partindo 0 mg até 10 mg. Esses 11 comprimidos formaram o conjunto de
calibracdo. Para o conjunto de validacdo foram preparadas 7 amostras onde a quantidade de
cada componente variou de 1,5 a 8,5 mg para cada forma do principio ativo, também como
uma mistura binaria e composicdo constante dos excipientes. Por causa da rapida hidratacdo

da EZT-An, observada em testes anteriores, a preparacdo das amostras de calibracdo
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(comprimidos padrdo) precisou de um procedimento especial: para cada amostra, 0S
excipientes e a EZT-An foram deixados no dessecador por quatro semanas, depois desse
periodo a EZT-H foi adicionada & amostra e entdo misturada com auxilio de um almofariz e
pistilo, onde suavemente misturada. Em seguida levou-se a mistura para um pastilhador onde
os comprimidos foram produzidos, utilizando uma pressdo de 100 kg/cm? seguida pela
analise por espectroscopia Raman. Foram adquiridas 10 replicatas de espectros Raman por

amostra, para evitar o problema de micro heterogeneidade.

Tabela 5- 1: Proporgdo na formulacdo (% massa/massa)®, umidade (% massa/massa)b e
contribuicdo no contetdo de agua no comprimido (mg) de cada excipiente nos comprimidos

feitos em laboratorio®.

Excipiente Propor¢ao® umidade® Contribuicdo no
contetido de agua®

Croscarmelose 4,5 13,83 0,7
Lactose monohidrata 4,5 4,69 0,2
Estearato de Magnésio 18 4,01 0,8
Celulose 60 6,98 4,7
Povidona 2 9,85 0,2
Laurilsulfato de Sodio 1 2,31 0,0
EZT-An 10 0 0

O modelo de regressdo multivariada foi construido utilizando PLS do pacote
estatistico PLS_toolbox 6.2 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA, USA), disponivel
para Matlab® 2011a (Mathworks Inc., Natick, MA, USA). Foram realizadas 10 replicatas de
espectros para cada uma das 11 amostras. As replicatas tiveram a linha base corrigida e foram
normalizadas pela area, seguido pela realizacdo da média para obtencéo de um Unico espectro,
representativo da amostra.0 modelo PLS foi construido utilizando os 11 espectros
representativos dos compirmidos padrdo, utilizando primeira derivada e normalizacao

pelaarea.
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5.3. Resultados e discussao.

5.3.1.Caracterizacao da ezetimiba.
As estruturas das formas cristalinas puras da EZT-H e EZT-An foram
confirmadas por DRX (Figura 5. 1). E possivel observar picos seletivos para EZT-An em 8,2;
10,0; 16,4 e 17,9 2°0 que confirma a diferenca entre as estruturas que apresentam padrao de

difrag¢do tnico nos picos em 7,8; 12,0 and 15,7 2°6.
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Figura 5. 1: Difratogramas das duas estruturas cristalinas de ezetimiba. Em cinza EZT-H e em

negro EZT-An.

Para reforcar a caracterizagdo foram coletados espectros Raman das duas
formas puras com o objetivo de observar as diferencas nos padrdes de vibragdo das duas
estruturas. A Figura 5. 2 mostra os espectros Raman das duas estruturas de ezetimiba, EZT-H
e EZT-An. As mudangas mais significantes entre as duas formas estdonos seguintes
deslocamentos Raman: préximo a 1700 cm™, entre 800-850 cm™ e o pico duplo em 621 cm™.
Em 1700 cm™hé deslocamento do pico relativo ao estiramento de C=0. No espectro da forma
hidratada o pico em 1713 cm™ se desloca para 1723 cm™ na forma anidra. Na regido dos
aromaticos, de 800-850 cm™ existem diferentes picos. Na forma hidratada é possivel observar
um pico duplo entre 822 e 838 cm™ e um pico Unico em 860 cm™, enquanto que na forma
anidra ha um pico triplo em 832, 825 and 815 cm™ e um um pico Gnico em 852 cm™. Em 621
cm™ é possivel observar um pico duplo no espectro de EZT-An, diferentemente do espectro

de EZT-H que apresenta um pico Unico, relativo a torsdo no plano para O-H do fenol'®.
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Figura 5. 2: Espectros Raman das formas EZT-H (hidrato) e EZT-An (anidra).

As razdes para as mudancas no espectro Raman para ambas estruturas é melhor

compreendida quando as estruturas absolutas das mesmas sdo comparadas*®'®*. Na Figura 5.

3vé-se as estruturas cristalinas de ambas estrtuturas (EZT-An e EZT-H) obtidas por difracdo

de Raio-X de monocristal. Como pode ser visto, ndo h& muita diferenca entre as estruturas,

porém as ligacdes de hidrogénio sdo diferentes.
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Figura 5. 3: Estrututras cristalinas da ezetimiba. Em a) EZT-An e em b) EZT-H.

Na EZT-H néo hé ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de ezetimiba, mas

as moléculas de agua estdo conectando as moléculas de ezetimiba por fortes ligacdes de

hidrogénio entre O1W — O1 e O1W — 03, como descrito na Tabela 5- 2. Essas pequenas
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diferencas existentes nas ligacGes causam alteracdes nas energias vibracionais das ligacoes,

levando as diferencas notadas nos espalhamentos Raman.

Tabela 5- 2:Distancia entre os oxigénios (A) nas estruturas cristalinas de EZT-An e EZT-H.

ligagdes Forma Forma

anidra hidratada

01--H--02 2,743* 4,581
Ol1--H--03 2,775* 4,780
02--H--03 3,306 3,359
0l--H--01W - 2,708*
02 --H --01W -- 2,698*
03 --H --O01W -- 2,801*

Com objetivo de confirmar a presenca de dgua na estrutura da ezetimiba (EZT-
H), foi realizada uma analise termogravimétrica (Figura 5. 4). E possivel verificar uma perda
de massa de 4,3% entre 45°C e 90°C para EZT-H enquanto que na EZT-An nédo se observa
nenhuma perda. Pela perda de massa observada durante a analise da EZT-H é possivel estimar
0 numero de moléculas de &gua correspondente a essa massa e entdo encontrar a proporcao
entre moléculas de agua e EZT. A proporc¢éo encontrada entre moléculas de EZT e agua foi de
1:1 sendo entdo a molécula monohidratada. A massa molecular da ezetimiba mohidratadaé de

427 4g.mol™, onde as moléculas de 4gua representam 4,21% de sua massa.

100.5
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Figura 5. 4: Andlise termogravimétrica para EZT-H (cinza) e EZT-An (negro).
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5.3.2.Monitoramento da hidratacdo da EZT-An por espectroscopia Raman e
MCR-ALS.

A hidratacdo da ezetimiba foi realizada utilizando a forma pura da ezetimiba
anidra, a qual foi exposta aumidade relativa de 75% e temperatura de 23°C. Esse processo foi
monitorado de forma in line por espectroscopia Raman durante 50 minutos. A Figura 5. 5
mostra os perfis de concentracdo e espectral recuperados pelo MCR-ALS para o principio
ativo. O perfil de concentragdo (Figura 5. 5a) mostra que no inicio do monitoramento apenas a
forma anidra esta presente, cerca de 10 minutos depois quase metade da forma anidra ja foi
convertida para a forma monohidratada e ap6s 30 minutos de monitoramento quase nao ha

mais a forma anidra, sendo o espectro recuperado muito similar ao espectro da forma EZT-H.
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Figura 5. 5: a) Concentracéo relativa e b) espectros recuperados por MCR-ALS para EZT-An

(cinza) e EZT-H (negro) durante a transicéo de fase do principio ativo puro.

Os perfis espectraisrecuperados por MCR-ALS (Figura 5. 5b) mostraram boa
concordancia com os respectivos espectros das formas puras de EZT-H e EZT-An. O modelo
de MCR-ALS apresentou bom ajuste aos dados experimentais com falta de ajuste de 3,58% e
variancia explicada de 99,87% (R’ de 0,9987). Esses resultados demonstram que a ezetimiba
apresenta rapida transigdo entre as formas anidra e hidratada, requerendo um controle rigoroso

na manipulacdo do principio ativo.
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5.3.3.monitoramento da hidratacdo da EZT-An, via espectroscopia Raman e
PLS, promovida pela umidade dos excipientes.

Uma vez que existe a possibilidade de que a humidade dos excipientes cause a
hidratacdo da EZT-An por meio da migracdo das moléculas de agua no meio, foi
desenvolvido um experimento para compreender a possivel hidratacdo in situ. Para tanto, foi
avaliada a quantidade de agua presente em cada excipiente usado na formulacdo do
comprimido e entdo foi feito um comprimido “teste” contendo apenas os excipientes e EZT-
An e este foi embalado a vacuo imediatamente ap6s a compressdao. As proporgdes sdo
descritas na Tabela 5- 1, assim como a umidade presente em cada excipiente e sua
contribuigdo para a quantia total de 4gua presente no comprimido “teste”. E possivel observar
gue o excipiente que apresentou maior quantidade de agua foi a croscamelose sodica, contudo
a celulose contribuiu com a maior parte da agua presente no comprimido. A guantia total de
agua presente no comprimido foi 6,6 mg, levando em consideracdo que o comprimido
apresenta 10 mg de EZT-An, conclui-se que a quantia de agua presente no comprimido é mais

que suficiente para a hidratacdo da EZT-An.

A Figura 5. 6 apresenta os espectros Raman do monitoramento do comprimido
“teste”. Depois de 24 horas foi possivel observar uma alta taxa de conversao da forma EZT-
An para a forma EZT-H,observado nas mudancas espectrais ocorridas em alguns picos como:
no pico duplo em 621 cm™, ocorreu um decréscimo de sua intensidade e no pico Gnico da

regido dos arométicos em 852 cm™.

Para a quantificagao das duas espécies de ezetimiba no comprimido “teste”
monitorado, foi utilizado um modelo de calibracdo usando espectroscopia Raman, como

descrito na se¢éo 5.2.5.

Foi construido um modelo PLS usando duas variaveis latentes ja que havia
somente duas fontes de varia¢do do sinal quimico obtido por espectroscopia Raman, que eram

as duas formas cristalinas de ezetimiba (a composicéo dos excipientes € constante).
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Figura 5. 6: Espectros do comprimido teste retirados nos tempos Oh, 2h, 6h, 12h e 24h, depois

de seu preparo.

A Figura 5. 7 apresenta os valores da raiz quadrada do erro da validacdo
cruzada (RMSECYV, leave one out)® versus o niimero de variaveis latentes, por essa figura é
possivel observar que apenas duas varidveis latentes sdo suficientes para o modelo, ja
explicando a maior parte dos dados. Essa metodologia evita uma escolha excessiva de
variaveis latentes, que pode superestimar o modelo®. A variancia explicada para os dados da
matriz X (espectros) e da matriz Y (valores de concentragdes das formas cristalinas) no
modelo PLS, utilizando duas variaveis latentes, foi de 99,12%, para o bloco Y e 97,22% para

o bloco X.
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Figura 5. 7: Variaveis latentes vs erro de validacdo cruzada (RMSECV).



75
Capitulo 5- Monitoramento da formagdo do monohidrato de Ezetimiba, promovido pela umidade dos
excipientes, por meio de espectroscopia Raman e ferramentas quimiométricas.

Depois de construir o modelo de calibracdo, um conjunto de validacdo foi
preparado com o objetivo de testar a robustez do modelo adquirido, o0 conjunto de validacéo
contém sete amostras. Esse teste é importante pois avalia se os parametros obtidos com o
modelo construido sdo reprodutiveis, o que confirma a capacidade do modelo em realizar
novas predi¢Bes. Se o modelo for robusto o conjunto de validacdo apresentara erros similares
de RMSECV, RMSEP e RMSEC (respectivamente erro de raiz quadrada do: erro de
validacao cruzada, do erro de validacdo e do erro de calibragdo). A Tabela 5- 3apresenta um
resumo dos parametros estatisticos para analisar a qualidade do modelo PLS.

Tabela 5- 3: Parametros do modelo PLS para EZT-H e EZT-An (erros dado em %

massa/massa).

Parametros EZT-H EZT-An

RMSECV 0,6 (6,3") 0,8%(7,6"
RMSEP  0,7%(6,8°) 0,6%(5,8")
R? Cal® 0,976 0,962
R?CV® 0,963 0,943
R? Val° 0,970 0,966

2valores de erros considerando a massa de uma forma cristalina comparada a massa total do comprimido (100mg); ° Valores
entre parénteses consideram a massa de uma forma cristalina do principio ativo frente a massa total de principio ativo (10
mg); © os coeficientes de determinagdo mostram a correlagio entre os valores reais e os valores preditos.

Os valores de RMSEC, RMSECV e RMSEP apresentam boa concordancia
tanto para EZT-H quanto para EZT-An. Considerando a massa total do comprimido os erros
sdo da ordem de 0,6%, isso significa que em um comprimido de 100 mg com 10 mg de
ezetimiba é possivel quantificar as formas cristalinas do principio ativo, mesmo na presenca
de excipientes, com um erro padrdo de 0,6 mg. Devido ao erro encontrado na analise, a
técnica poderia ser utilizada para controle de qualidade do produto final, relativo a
quantificacdo das formas cristalinas do principio ativo. A Figura 5. 8 mostra a correlacdo
entre os valores preditos pelo modelo e os valores reais, os valores sdo dados em fracdo (%

massa/massa) da forma cristalina de interesse em cada comprimido.
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Figura 5. 8:Valores reais vs valores preditos pelo modelo PLS. Amostras de calibracdo

(pontos) e validacgdo (quadrados).

Os espectros adquiridos durante o monitoramento do comprimido “teste”
foram analisados pelo modelo de regressdo de PLS. Os resultados mostraram que nos tempos
0, 2, 6, 12 e 24 horas a conversdo da EZT-An para EZT-H foi 32,8; 38,4; 49,0; 60,8 e 71,9%,
respectivamente. Vale salientar que o tempo Oh, comeco do monitoramento, é diferente do
tempo que o comprimido foi feito e embalado. Por essa razdo uma pequena por¢éo de EZT-

An ja havia se hidratado no tempo Oh do monitoramento.

5.4. Conclusao.

Nesse trabalho foi possivel mostrar que a associacdo de espectroscopia Raman
a ferramentas quimiométricas pode resolver um dos principiais problemas da industria
farmacéutica que é a determinacdo e quantificacdo de diferentes formas cristalinas do
principio ativo, tanto na linha de producdo como no produto final. A ezetimiba demonstrou
ser uma molécula com potencial para sofrer mudancgas de seu habito cristalino no produto
final, uma vez que se hidrata rapidamente. Determinou-se que o principio ativo puro e na
forma anidra se hidrata completamente em aproximadamente 30 minutos em atmosfera com
umidade relativa de 75% e temperatura de 23°C. Também foi verificado que a umidade
presente nos excipientes pode promover uma transicdo das fases cristalinas no principio ativo.
Os valores de erro de calibragdo do modelo foi de 0,6%, mostrando que a espectroscopia
Raman associada ao PLS é uma excelente abordagem para quantificacdo de formas cristalinas

em comprimidos. Os resultados adquiridos nesse trabalho também mostram a importancia de
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um rigoroso controle de qualidade para manipulacdo e producdo de farmacos de ezetimiba

comercializados.
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6. Determinagdo de trés polimorfos de clopidogrel por meio de espectrsocopia

Raman e no infravermelho aliada a calibracdo multivariada.

6.1. Introducéo e objetivos.

Bisulfato de Clopidogrel (CBS) é um dos principios ativos que apresenta
transi¢bes polimorficas, € utilizado como inibidor da agregacdo de plaquetas e é vendido
como um agente anti-anginal e utilizado para controlar problemas cardiovasculares e
acidentes vasculares cerebrais®™. A molécula de CBS apresenta alguns grupos funcionais
polares, como se pode ver na Figura 1. 13 (introduc&o).

Os polimorfos 1 e 1l de CBS sdo comercializados em formulacbes

farmacéuticas®>*’

. As companhias farmacéuticas engajadas na elaboracdo de produtos
genéricos necessitam utilizar polimorfos diferentes dos polimorfos | e 1l em suas formulac6es
e a fase amorfa se torna um dos possiveis polimorfos devido as propriedades anteriormente
citadas. Uma que se venha utilizar a fase amorfa nessas formulagdes existe a possibilidade da
conversao para as formas | e I, tanto na linha de producdo como no produto final, sendo

necessario um meétodo de analise para controle de qualidade.

O objetivo desse trabalho foi avaliar os dois metodos espectroscépicos, Raman

e IR, para quantificar misturas dos polimorfos I, 1l e amorfo de CBS.

6.2. Materiais e métodos.
Inicialmente o polimorfo Il e 0 amorfo foram sintetizados a partir do polimorfo

I, gentilmente cedido por uma companhia farmacéutica local.

6.2.1.Sintese do CBS amorfo.

Para preparar o CBS amorfo, 1 g de CBS | foi pesado e solubilizado em
metanol (10 mL) grau analitico (Chemis). A solucdo obtida foi evaporada até a formacao de
uma material com o aspecto de uma resina amarelada. A mesma foi transferida para um
Erlenmeyer conectado & uma bomba de vacuo. Em seguida a resina obtida foi submetida a
pressdo de 660 mmHg por trés horas, até que se transformasse em um solido com aspecto de
espuma, e entdo estocou-se 0 produto obtido em um dessecador. A estrutura do material foi

confirmada por DRX.
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6.2.2.Sintese de CBS II.
Para preparar o CBS Il, 1 g de CBS | foi pesado e adicionado a 27 mL de
acetato de Etila e aquecido até 40°C por 36 horas. Em seguida a mistura foi filtrada e estocada

em um dessecador.

6.2.3. Preparacéo das misturas polimorficas e amostras.
Para minimizar o nimero de experimentos necessarios para um conjunto de
calibracdo utilizou-se um planejamento experimental de mistura ternaria. Um grupo de 10
amostras foram preparadas para construir um modelo de calibragédo e outras 5 amostras foram
preparadas para validar o modelo. A Tabela6- 1mostra as quantidades de polimorfos de CBS

em cada amostra.

Cada amostra foi constituida aproximadamente por 50 mg. Para coletar
espectros com a melhor qualidade possivel as amostras foram prensadas manualmente com o
auxilio de um pastilhador para amostras de IR. Esse processo torna o espectro mais intenso

porque agrega uma maior quantidade de cristais por area analisada.

Ap0s a preparacdo das amostras para IR e Raman os espectros foram coletados,

totalizando 10 espectros por amostra.

6.2.4. Instrumentacao utilizada.
Os trés polimorfos de CBS foram caracterizados por espectroscopia Raman,

Infravermelho médio com dispositivo de reflectancia atenuada e DRX. O difratdmetro de
raio-x foi um Rigaku Dmax 2500PC (Toquio, Japdo) com fonte de Cobre (comprimento de
onda de 0,154 nm) com voltagem de 40 kV e corrente de emissdo de 40 mA. As amostras

foram analisadas na faixa de 5° até 45° (20) com velocidade de varredura de 0,2° min™.

Para as analises com espectroscopia Raman utilizou-se um aparelho B&W Tek
i-Raman modelo BWS 415-785H (Newark, New Jersey, USA) acoplado a um microscopio
BAC151, laser de 785 nm, resolucdo espectral de 3,5 cm™, tempo de aquisicdo de 15

segundos, poténcia de laser de 94,8 mW e lente objetiva de 40x.
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Tabela6- 1: Massa em miligramas. dos polimorfos de CBS contidos nos conjuntos de

calibracéo e validacdo.Em parénteses a porcentagem em massa de cada polimorfo na amostra.

Polimorfos
amostras CBS | CBS Il CBS amorfa
Conjunto de calibracao 1 0 0 50
2 0 50 0
3 50 0 0
4 26,2 (49,6%) 26,6 (50.4%) 0
5 26,3 (45,7%) 0 26,6 (50,3%)
6 0 26,5 (51%) 25,4 (49%)
7 33,4 (66,1%)  08,5(16,8%) 08,7 (17,1%)
8 08,9 (17,5%) 33,4 (65,6%) 08,6 (16,9%)
9 08,7 (17,4%) 08,5 (17%) 32,8 (65,6%)
10 17 (32,9%) 17,4 (33,7%) 17,2 (33,4%)
11 10,8 (21%) 10,3 (20%) 30,3 (59%)
Conjunto de validacao 12 10,3(20,3%) 30,7 (60,4%) 09,8 (19,3%)
13 30,0 (59%) 10,4 (20,5%) 10,4 (20,5%)
14 40,6 (79%) 05,4 (10,5%) 05,4 (10,5%)
15 15,7 (30,8%) 15,0 (29,4%) 20,3 (39,8%)

Para as analises em espectroscopia no infravermelho média utilizou-se um
equipamento Varian 660 FT-IR com um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR). O

equipamento foi ajustado para fazer 64 varreduras por espectro.

6.2.5. Analise multivariada.
As analises multivariadas foram realizadas utilizando um modelo de regressédo

por iPLS usando o programa Matlab® 2011a, com PLS toolbox 6.2.
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6.3. Resultados e discussao.
A molécula de Clopidogrel contém alguns grupos funcionais polares que
favorecem o0 uso de espectroscopia infravermelha e também é uma molécula com grande
nuvem eletrbnica, que pode favorecer o uso de espectroscopia Raman. Logo é possivel

realizar uma comparacdo para os resultados com a aplicagdo de ambas as técnicas.

Inicialmente as formas polimérficas de Clopidogrel foram confirmadas por
DRX. A Figura 6. 1 contém os difratogramas dos trés componentes obtidos. A fase amorfa,
difratograma ao fundo da figura, ndo apresenta picos. O difratograma contido no meio da
figura é referente ao polimorfo CBS Il e o difratograma na parte de cima da figura é referente
ao polimorfo CBS I. E possivel notar que hé diferenca nos difratogramas referentes ao CBS |
e CBS 1, pois ha padrdo distinto de picos para os dois polimorfos. Ambos difratogramas
foram comparados com os dados descritos na literatura® confirmando a estrutura dos
polimorfos | e 11 de CBS. Em seguida preparou-se 10 amostras (planejamento experimental
ternario) para construir um modelo de calibracdo e mais 5 amostras de validagdo para o

modelo.
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Figura 6. 1: Difratogramas das trés formas de Clopidogrel.

O preparo das amostras foi realizado da mesma maneira que nos trabalhos
anteriores envolvendo a mistura de polimorfos. Apds a mistura dos componentes, eles foram
homegeneizados e comprimidos manualmente, evitando a transformacgdo dos polimorfos.
Contudo, o aspecto fisico de cada polimorfo é bastante complexo isso porque o tamanho das

particulas para os polimorfos de Clopidogrel sdo muito diferentes entre si, além de haver a
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fase amorfa que apresenta problemas de estabilidade fisica. Logo foi relativamente dificil
obter uma boa homogeneidade, o que aumentou os valores de erro encontrado nas medidas.
Além disso, a resposta de sinal obtida para 0 amorfo é menos intenso quando comparado com

0s outros polimorfos.

Nas analises por espectroscopia Raman coletaram-se 10 espectros por amostra
e realizou-se uma média entre esses espectros afim de minimizar os problemas de micro
heterogeneidade. O pré-tratamento utilizado foi: normalizar o espectro pela area, suavizar 0s
espectros (Savtisky Golay, 15 pontos),e primeira derivada (ordem 2, 15 pontos). Em seguida
realizou-se uma regressao por intervalos, com 35 variaveis por intervalo. Os intervalos
utilizados se encontram abaixo da Tabela 6- 2.0 modelo calculado necessitou de trés
variaveis latentes para acumular uma variancia de 99,84% dos dados (Figura 6. 2), as

variaveis latentes foram obtidas por validacéo cruzada do tipo leave one out.

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

Figura 6. 2: Variaveis latentes vs erro de validacdo cruzada(RMSECV), para o0 modelo de

espectroscopia Raman.

A necessidade de trés variaveis esta de acordo com o nudmero de polimorfos
presentes no modelo, o que indica que todos os polimorfos contribuem como diferentes fontes
de variacdo de sinal.As diferencgas nos espectros Raman das amostras puras de cada polimorfo

podem ser vistas na Figura 6. 4.

Pode-se observar que os valores sdo da mesma ordem dos valores obtidos em
outros trabalhos®*, sendo o erro mais alto da ordem de 12%. Contudo o valor de ajuste linear
(R?) esta abaixo dos valores usuais, entre 0,8 e 0,9, o que indica que os valores de residuos
sdo altos, ou seja, o valor real e o valor predito pelo modelo apresentam uma variacdo maior
do que o comum. Uma explicacdo para o ocorrido pode estar em dois fatos observados nesse
trabalho: a qualidade do sinal para a fase amorfa € menor em relacéo aos outros polimorfos, e
a mistura dos polimorfos ndo é totalmente homogénea devido avariacdo no tamanho de
particulas. As juncOes dessas caracteristicas prejudicaram os valores encontrados no modelo.

A Figura 6. 3 mostra a distribuicdo dos valores reais vs valores preditos pelo modelo.
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Tabela6- 2: Parametros para 0 modelo iPLS para espectroscopia Raman, valores dado em %

massa/massa.
Polimorfos de Clopidogrel
Parametros CBS | CBS I CBS amorfo
RMSEC 8,6 6,0 8,5
RMSECV 12,4 95 12,1
RMSEP 6,3 10,0 12,3
R® 0,91 0,85 0,76

Intervalos utilizados no modelo [208-355, 572-640, 845-909 ,1039-1162] cm™.
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Figura 6. 4:Espectros Raman para as amostras puras dos polimorfos de clopidogrel.

O tempo gasto para a construcdo do modelo utilizando IRfoi um pouco
superior ao do Raman devido as caracteristicas do suporte ATR. Devido ao fato de se colocar
uma pequena por¢do da amostra de cada vez no cristal de ATR,a homogeneidade da mesma
foi mais prejudicada em comparacdo as amostras para espectroscopia Raman. O lugar onde se
deposita a porcdo da amostra, o cristal de ATR, é uma superficie pequena, portanto a
amostragem pode vir a ser desigual, apesar de 0s espectros das amostras puras serem bons,

como pode ser visto na Figura 6. 5.
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Figura 6. 5: Espectros de infravermelho médio para as amostras puras dos polimorfos de

clopidogrel.
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Apesar das diferencas entre os equipamentos os resultados para IR apresentam
valores de R* melhores (Figura 6. 6)do que os resultados utilizando Raman, como pode ser
visto na Tabela6- 3. No modelo iPLS realizado para o IR, utilizou-se o seguinte pré-
tratamento: alisamento do espectro (10 pontos), primeira derivada (Savitsky Golay, 15
pontos), normalizacdo pela area e média dos espectros. Para encontrar o nimero de varidveis
latentes utilizou-se a validacdo cruzada do tipo leave one out. O modelo de iPLS foi

construido com intervalo de 20 variaveis.

Como pode-se ver na Figura 6. 70 numero de variaveis latentes para o modelo
de infravermelho é 3, apdés 3 varidveis latentes os erros de validacdo cruzada aumentam
muito. Ainda assim, ao se observar os valores na Tabela6- 3, vé-se que os valores sao
inferiores aos valores encontrados com a espectroscopia Raman, e os valores R? estdo

distantes de 1, indicando alto valor residual.

Tabela6- 3: Parametros para o modelo iPLS para espectroscopia infravermelho, valores dado

em % massa/massa.

Polimorfos de Clopidogrel

Parametros CBS | CBS 11 CBS amorfo
RMSEC 91 13,9 114
RMSECV 12,9 19,3 16,4
RMSEP 9,7 14,5 13,7
RA2 0,92 0,81 0,87

Intervalos utilizados na construcdo do modelo: [599-636, 906-944, 1410-1446 1603-
1639]cm™.
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Figura 6. 7: Variaveis latentes vs erro de validacdo cruzada(RMSECV), para o0 modelo de

espectroscopia Infravermelho.

6.4. Conclusao.

Nesse trabalho avaliou-se, dentre espectroscopia Raman e infravermelho, qual
seria a melhor técnica para avaliar os polimorfos de Clopidogrel. Ambas as técnicas fornecem
qualidade de sinal analitico menor na presenca de um amorfo. Contudo, devido as
peculiaridades do equipamento de infravermelho médio com cristal de ATR, conclui-se que a
amostragem para essa técnica demonstrou-se mais trabalhosa.Porém os resultados entre IR e
Raman sdo semelhantes, uma vez que o os valores de erro de predicdo (RMSEP) sdo um poco
menores para espectroscopia Raman, porém apresentam um coeficiente de determinagdo (R?)
menor. Dessa forma, os valores de erro de predicdo para IR podem ser maiores, mas
apresentam um residuo menor. A utilizacdo de técnicas quimiométricas demonstrou-se, mais
uma vez, um recurso fundamental para o tratamento dos dados, permitindo a construcéo de

um modelo de calibragéo.

A opcédo de se utilizar a fase amorfa do clopidogrel para a formulacdo dos
farmacos € complexa devido as caracteristicas fisicas da mesma, formando uma uma espécie

de resina que dificulta a manipulagéo na formulacéo.
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7. Perspectivas referentes aos resultados encontrados.

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que as técnicas
espectroscépicas como infravermelho e Raman associadas as técnicas quimiométricas sdo
uma opcdo real para analise quantitativa de polimorfos em produtos farmacéuticos
comercializados, servindo como uma ferramenta para controle de qualidade. Ainda de acordo
com os resultados obtidos é possivel expandir a utlizacdo dessa técnica para analise de
cocristais em comprimidos, bem como o monitoramento da formacgédo de cocristais a partir de

SEus precursores.
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